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1.1 Mortalidad neonatal. 
De acuerdo con la Organización mundial de la salud (OMS), la mortalidad 
neonatal hace referencia a las defunciones que se registran durante los primeros 
28 días de edad, por cada 1000 nacidos vivos, en un año determinado 1. Para 
1990, a nivel mundial se estimó una mortalidad neonatal de 4,6 millones, sin 
embargo, para el año 2009 esta había descendido a 3,3 millones 2. 
Recientemente, en el 2013 la OMS reportó a nivel mundial una mortal idad 
neonatal correspondiente a 2.8 millones, cifra que representa cerca del 44% de 
todas las muertes en menores de 5 años que se registraron tan solo ese año. En 
México, durante el 2013 se registraron 27,807 defunciones infantiles (niños 
menores de 5 años), el 60% de las muertes ocurrieron durante el período 
neonatal3. En la actualidad, se sabe que las primeras 4 semanas de vida es el 
periodo en dónde ocurren el 41% de las defunciones correspondientes a los 
infantes menores de 5 años, sin embargo, a pesar de que los registros generales 
de mortalidad neonatal han descendido en los últimos años, esta cifra ha 
aumentado respecto al 37% que correspondía a esta población en 1990 y 
probablemente seguirá incrementándose 4. La primer semana de vida es la que 
más riesgo representa para los recién nacidos ya que el 75% de los fallecimientos 
en niños menores de 5 años se produce durante este periodo, y de estos entre 
el 25% y el 45% se producen en las primeras 24 horas 5. Las primeras causas de 
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fallecimientos en recién nacidos son: parto prematuro y/o bajo peso al nacer 
(29%), asfixia y/o traumatismos (23%) e infecciones graves (25%)5, siendo estas 
últimas las responsables de las más de 1 millón de muertes neonatales que se 
producen cada año 6, demostrando la vulnerabilidad de este sector poblacional. 
Cifras recientes estiman que en países desarrollados como Estados Unidos la 
incidencia de infecciones neonatales es de 1 a 10 por cada 1000 recién nacidos 
vivos, mientras que en los países en vías de desarrollo como el nuestro, esta cifra 
asciende a 21 de cada 1000 recién nacidos vivos. Los neonatos, especialmente 
los recién nacidos prematuros son altamente susceptibles a contraer diversas 
infecciones microbianas 7 debido a que existen múltiples factores de riesgo dentro 
de los cuales destacan: cuidados intensivos prolongados (ventilación mecánica, 
nutrición parenteral y el uso de sondas y catéteres que tienen vía intravenosa); 
también existe la transición de un lugar considerado estéril a un entorno lleno de 
microorganismos tanto comensales como patógenos; y por último un sistema 
inmune que se encuentra en proceso de desarrollo y maduración al momento de 
nacer 8. 
Si bien el serotipo, virulencia, carga microbiana y el sitio de infección influyen en 
el curso que esta lleve en el hospedero, son el sistema inmune y la respuesta 
inflamatoria los que juegan un papel crítico en el desarrollo de infecciones. En la 





Tipo de infección  Microorganismo responsable 
Infección bacteriana de aparición 
temprana: se presenta dentro de las 72 
horas del nacimiento. 
Streptococcus agalactiae 
Escherichia coli  
Haemophilus influenzae 
Listeria monocytogenes 
Infección bacteriana de aparición tardía 
: se presenta 72 horas después del 
nacimiento 
Staphylococcus aureus 







virus Herpes simple 
Infección Fúngica Candida spp 
 
Tabla 1. Microorganismos importantes que presentan sepsis neonatal. 
 
Cabe destacar que dentro de las infecciones fúngicas, el agente etiológico más 




La candidosis es la infección por hongos más frecuente en los seres humanos, 
es una micosis oportunista causada por diversas especies de levaduras del 
género Candida, siendo en su mayoría ocasionadas por la especie C. albicans 
10. Esta infección fúngica afecta particularmente la piel y uñas (candidosis 
cutánea), mucosa (candidosis mucocutánea) y pueden llegar a diseminarse a 
órganos a través de vía sistémica (candidosis diseminada)10. La incidencia de 
esta micosis oportunista a nivel mundial es de 72.8 casos por cada millón de 
personas al año, presentando una mortalidad del 33.9%. Siendo los recién 
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nacidos los que presentan una mayor prevalencia en comparación con los 
adultos 11. Se sabe que la mayoría de las candidosis tienen origen endógeno, 
atribuible principalmente a dos procesos: desequilibrio en la microbiota que 
favorece el incremento en número de levaduras y enfermedades o procesos que 
influyen en la respuesta inmune del hospedero, principalmente a nivel de 
respuesta celular 10. 
 
1.2.1 Morfología de Candida albicans. 
El género Candida es cosmopolita e incluye alrededor de 200 especies, sin 
embargo solamente 58 son consideradas como oportunistas en animales y seres 
humanos, de estas, solamente 8 especies son las que sobresalen en infecciones 
humanas, siendo C. albicans la causante del 40-85% de las fungemias causadas 
con este género 12.  
En cultivo y tejidos las especies de Candida proliferan en forma de levaduras 
ovales gemantes de 3 a 6 µm de diámetro y sin pigmentación. Este hongo es 
considerado oportunista ya que se encuentra presente en la microbiota natural 
del ser humano, presentando gran predilección por la piel y mucosas. Se 
encuentra colonizando el tracto gastrointestinal (40 – 50%) y en menor medida el 
tracto respiratorio superior, boca, laringe y faringe en dónde habita en equilibrio 
con otras especies, de tal manera que C. albicans coloniza a todos los humanos 
durante o poco tiempo después del nacimiento 13, es por esta razón que Candida 
y las levaduras relacionadas son consideradas como microorganismos 
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oportunistas endógenos y el riesgo de infección siempre se encuentra presente 
14.  
La candidiasis superficial (cutánea o de mucosas) surge por un incremento en el 
número local de células de Candida y/o daño a la piel o del epitelio el cual permite 
la invasión local por las levaduras y pseudohifas. Cuando estas penetran al 
torrente sanguíneo y el sistema inmune del hospedero no logra contener la 
proliferación del hongo se desarrolla una candidiasis sistémica 15.  
C. albicans es un hongo dimórfico ya que también forma pseudohifas cuando las 
yemas siguen creciendo pero no se desprenden, formando cadenas de células 
alargadas que presentan constricciones en los tabiques entre las células14. En 
medios de cultivo C. albicans se desarrolla como levadura cuando se encuentra 
a una temperatura de 30°C, la estructura levaduriforme es la forma en la que C. 
albicans coloniza al hospedero. Cuando el hongo desarrolla pseudomicelio es 
cuando se torna agente patógeno y causa infección e invasión del hospedero, en 
cultivo la inducción de pseudohifas se manifiesta a una temperatura de 37°C 12.  
 
1.2.2 Factores de virulencia de C. albicans. 
Se han descrito diversos factores de virulencia de C. albicans, dentro de estos se 
encuentran las fosfolipasas PL-A, PL-B, PL-C y PL-D las cuales son secretadas 
por el hongo y facilitan la invasión del endotelio. También se han descrito factores 
genéticos como el gen PHR1 el cual se encuentra asociado a la síntesis de la 
pared celular. Así como una gran variedad de adhesinas que facilitan el anclaje 
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al epitelio y superficies endoteliales, estas se unen a las proteínas de matriz 
extracelular como la fibronectina, fibrinógeno y el colágeno tipo I y IV. Dentro de 
estas adhesinas, las responsables de la adhesión a la matriz extracelular del 
hospedero se encuentran Als1p, Als2p, Als3p, Als4p Als1p/Als5p, Als6p, Hwp1p, 
Int1p y Mnp1p 16. Sin embargo, un factor de virulencia sumamente importante es 
la capacidad de C. albicans para sufrir transición morfológica, es decir, el cambio 
de levadura a pseudohifa, siendo este factor de virulencia el que le permite invadir 
tejidos y evadir la respuesta inmune 10 de forma que los mecanismos moleculares 
que influyen en el cambio morfológico de levadura a pseudohifa son cruciales 
para la invasión del hospedero 13 y es precisamente el estado morfológico de C. 
albicans el que define la composición de la pared celular del hongo (17,13,18). 
 
1.2.3 Pared celular de C. albicans. 
La pared celular es esencial para mantener la viabilidad de las células fúngicas12. 
En general, la pared celular de C. albicans contiene carbohidratos y proteínas 
que no son propias del ser humano. Por lo que esta representa una diana 
inmunológica perfecta para discriminar entre agentes externos y propios, 
consecuentemente, la mayoría de los patrones moleculares asociados a 
patógenos (PAMPs por sus siglas en ingles) de la pared celular de C. albicans 
los que activan y regulan la respuesta inmunológica del hospedero 13. 
La pared celular de C. albicans está compuesta por dos capas, una capa interna 
y una externa como se muestra en la Figura 1 13. La  capa externa está 
compuesta principalmente por mananos mientras que la capa interna contiene β-
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(1-3)-glucanos y quitina, las cuales, al ocurrir la transición morfológica de 
levadura a pseudohifas quedan expuestas en la matriz extracelular y de esta 





Figura 1. Estructura de la pared celular de Candida albicans. Se pueden distinguir 
2 capas en la pared celular de C. albicans. La capa exterior es rica en mananas 
que están covalentemente asociadas con glicoproteínas, mientras que la capa 
interna contiene los polisacáridos estructurales quitina y β-(1-3)-glucano, que le 
confieren fuerza y dan forma a la célula 13. 
 
 
1.2.4 Reconocimiento de C. albicans. 
El sistema inmune innato es la primer línea de defensa ante una infección fúngica 
y mediante diversos receptores que se encuentran expresados en la membrana 
de neutrófilos, monocitos, macrófagos, linfocitos T CD4+ y en las células 
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dendríticas de la piel reconocen la quitina y el β-(1,3)-glucano, e inmediatamente 
activan vías de señalamiento que tienen como objetivo iniciar una respuesta 
inflamatoria en contra del microorganismo. Dentro de estos receptores se 
encuentran 4 grandes familias que contribuyen al reconocimiento de un gran 
número de microorganismos: los receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod 
(NLRs), receptores tipo Rig (RLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs). En 
conjunto estas familias de receptores son conocidos como receptores de 
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PRRs por sus 
siglas en ingles) y tienen la capacidad de iniciar la respuesta inmune innata y 
polarizar la respuesta inmune adaptativa posterior el reconocimiento de 
componentes de la pared celular y de otros componentes moleculares como 
ácidos nucleicos. Todos estos PRRs inducen mecanismos efectivos para la 
resolución de una candidosis en hospederos sanos (17,21,22). 
Se sabe que dentro de los TLRs, TLR2 y TLR4 participan en el reconocimiento 
de C. albicans. Mientras que TLR2 se une a los fosfolipomananos y β-(1-3)-
glucano e induce una respuesta inflamatoria, TLR4 hace lo propio reconociendo 
a los mananos de la pared celular y estimula la producción de la citocina 
proinflamatoria TNFα en las células mononucleares humanas y macrófagos 
murinos, además facilita el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección en 
donde colaboran para la producción de INFγ. Otros PRRs que también están 
implicados en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMPs) de C. albicans son TLR9, TLR1, y TLR6, se sabe que estos receptores 
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pueden reconocer ácidos nucleicos, fosfolípidos y mananos respectivamente 
(23,24,25,26).  
El receptor de manosa (MR) es un receptor de lectina tipo C, se encuentra en la 
superficie de macrófagos y células dendríticas. Se ha descrito que MR reconoce 
a los oligosacáridos que terminan en manosa, se demostró in vivo que el MR 
reconoce principalmente a las mananas que se encuentran ramificadas en la 
pared celular de C. albicans activando la producción de citocinas 
proinflamatorias, sin embargo se desconoce si tiene un papel fundamental en la 
fagocitosis del hongo aunque podría estar involucrada en este proceso (27,28,29). 
Dentro de los receptores de lectina tipo C también se encuentra el receptor 
Dectin-2 que reconoce azúcares que se localizan en la capa exterior de C. 
albicans y que se encuentren unidos a N-manano, de tal manera que parece ser 
especialmente importante en el reconocimiento de la pseudohifas de este hongo. 
Dectin-1 es capaz de reconocer al β-(1-3)-glucano presente en la capa interna de 
la pared celular del hongo y junto con MR activa la vía de señalamiento que tiene 
como resultado la producción de IL-6, la cual es necesaria para la diferenciación 
de linfocitos T y generar una respuesta inmunológica celular del tipo Th17 
(30,31,32,33,34). 
Todos estos receptores, actúan reconociendo y activando vías de señalamiento 
diseñadas para eliminar al patógeno del hospedero, estos eventos incluyen 
fagocitosis, activación de factores de transcripción, producción y/o liberación de 
citocinas y quimiocinas, activación del inflamosoma, expresión del complejo 
principal de histocompatibilidad (MHC) clase I y II, así como la producción y/o 
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liberación de moléculas coestimuladoras y de adhesión que favorecen la 
activación y diferenciación de los linfocitos T CD4+. La mayoría de estos PRRs 
encargados de reconocer a C. albicans se expresan en la superficie de las células 
dendríticas (CDs) y otras células de origen mieloide las cuales son ampliamente 
reconocidas por formar parte de la línea de defensa propia del sistema inmune 
innato. Sin embargo, estos PRRs expresados en estas células también inician la 
activación de la respuesta inmune adaptativa secretando citocinas que polarizan 
a los  linfocitos T cooperadores (Th por sus siglas en ingles). Se sabe que para 
las infecciones fúngicas las respuestas inmunológicas del tipo Th1 y/o Th17 son 
cruciales para la eliminación del hongo (18,19,20,35,36). 
 
 
1.3 Respuesta inmune frente a C. albicans. 
En los individuos sanos existe un número pequeño de levaduras de C. albicans 
que colonizan principalmente la piel y las mucosas y no representan un riesgo 
para la salud ya que no causan daño en la superficie epitelial y es por ello que no  
induce una respuesta inmunológica proinflamatoria por parte de los macrófagos, 
debido a que los PAMPs de C. albicans (por ejemplo la quitina) que se requieren 
para la activación del inflamosoma se encuentran “ocultos” para el sistema 
inmunológico. Sin embargo, cuando este número de levaduras aumenta y/o se 
da la transición a pseudohifas, las moléculas en la pared celular de C. albicans 
inducen su endocitosis y penetración al epitelio, generando daño en la superficie 
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endotelial e induciendo la producción de citocinas, activación del inflamosoma así 
como el reclutamiento de macrófagos y neutrófilos 13. 
En individuos sanos, las mucosas generalmente se encuentran colonizadas por 
C. albicans, sin embargo, existen diversos factores como: pH neutro-alcalino; 
temperatura 35-36°C; niveles normales de glucosa, oxígeno y nitrógeno; otros 
microorganismos propios de la microbiota de piel y mucosas que actúan como 
antagonistas de C. albicans y no permiten su proliferación descontrolada, por lo 
que el número de levaduras suele ser relativamente bajo y no daña el epitelio, 
por lo tanto, como resultado no se genera una respuesta inmunológica inducida 
por parte de citocinas provenientes de los macrófagos y células dendríticas de la 
piel y/o mucosas. Durante la  colonización, los PAMPs de las levaduras de C. 
albicans responsables de la activación del inflamosoma se encuentran en la capa 
interna de la pared celular, razón por la cual la IL-1-β no es secretada y por lo 
tanto no se genera una respuesta inmune celular. Las levaduras de C. albicans 
pueden activar la vía de señalamiento de las MAP quinasas (MAPK por sus siglas 
en inglés) mediante la proteína activadora p38 la cual induce la activación de los 
factores de transcripción JUN y FOS, sin embargo estos factores de transcripción 
por si solos no pueden activar la secreción de citocinas por medio de las células 
epiteliales (37,38) (Figura 2A). 
Cuando el número de levaduras aumenta y/o se produce el cambio morfológico 
de levadura a pseudohifa, los PAMPs de C. albicans que se encuentran en la 
capa interna del hongo, son expuestos a la matriz extracelular en donde son 
reconocidos por PRRs y se induce su endocitosis y penetración al tejido, 
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provocando daño en la superficie endotelial. Por un lado, el reconocimiento por 
medio de los PRRs induce la producción de citocinas por parte de las células 
epiteliales y de esta forma se activa una segunda etapa de las MAPK que tiene 
como resultado la fosforilación y consecuente activación de la fosfatasa MKP1, 
esta fosfatasa induce la producción de IL-1α e IL-6 necesarias para la activación 
de linfocitos Th. Por otro lado, los PRRs activan al inflamosoma y se induce por 
parte de las células del sistema inmune como macrófagos y CDs la producción 
de IL-1β la cual ayuda a polarizar a los linfocitos T CD4+ hacia linfocitos Th17, 
estos últimos producen proteínas e IL-17 que en conjunto activan a los neutrófilos 
y promueven su reclutamiento al sitio de daño epitelial. Estos linfocitos Th17 
también secretan IL-22, citocina crucial para la liberación de defensinas por parte 




































Figura 2. Eventos tempranos de la respuesta inmune cutánea durante la 
colonización e invasión de Candida albicans. A) Colonización de Candida 




1.4 Sistema inmune cutáneo. 
Uno de los órganos que está formado por una gran cantidad de células epiteliales 
y células del sistema inmunológico es la piel, la cual es un órgano que cumple 
con diversas funciones como el proporcionar una barrera física y biológica ante 
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el ambiente y sus microorganismos, además de ofrecer una respuesta 
inmunológica ante la exposición a una amplia variedad de antígenos gracias a la 
existencia de células de defensa presentes en dicho órgano (20,42). 
Anatómicamente, la piel comprende 3 compartimientos distintos: la hipodermis, 
la dermis y la epidermis. La  hipodermis es la capa más profunda de la piel, su 
grosor varía dependiendo de la ubicación y es donde se encuentra tejido 
conectivo areolar laxo, tejidos conectivos elásticos, adiposos, terminaciones 
nerviosas y  vasos sanguíneos. La dermis está formada por fibras de elastina, 
fibras de colágeno y fibroblastos, vasos sanguíneos, vasos linfáticos y es en esta 
capa donde existen células del sistema inmunológico como: mastocitos, 
macrófagos, células dendríticas dérmicas, células linfoides y células T. 
Finalmente, la epidermis está conformada principalmente por queratinocitos, los 
cuales forman una capa externa que se conoce como estrato córneo, debajo de 
este se encuentran los estratos basal, granuloso, espinoso y lúcido, siendo el 
estrato espinoso la capa más gruesa de la epidermis, es en este estrato donde 
se encuentran los melanocitos y queratinocitosjunto con una subpoblación de 
células dendríticas conocidas como células de Langerhans (42,43,44). 
Se considera que la dermis y la epidermis son las que proporcionan la mayor 
parte de la protección contra las infecciones 42 participando en el reconocimiento 
y presentación de antígenos 45. Estudios recientes han mostrado que las células 
de Langerhans (CLs) residentes de la epidermis son la primera línea de defensa 
del sistema inmune cutáneo, puesto que son las primeras en interaccionar con 
C. albicans durante la invasión, siendo Dectin-1 el receptor de las CLs el 
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encargado de reconocer el β-(1-3)-glucano del hongo para posteriormente activar 
la vía de señalamiento MAPK mediante la proteína MyD88 que tiene como 
resultado la producción de IL-23, IL-1β e IL-6, siendo esta ultima la interleucina 
crucial para la diferenciación hacia una respuesta inmunológica Th17 (19,42,46). De 
manera que ahora se sabe que la respuesta inmunológica frente a C. albicans 
depende de que subpoblación celular sea la que realiza presentación del 
antígeno y esto depende directamente de en qué capa de la piel sean 
reconocidos los PAMPs del hongo. Si la presentación de antígeno ocurre 
mediante las CDs de la dermis, se logra una diferenciación a una respuesta del 
tipo Th1, la cual brinda protección ante una infección sistémica, sin embargo, si 
la presentación del antígeno es mediada por las CLs encontradas en la epidermis 
la respuesta generada será del tipo Th17 y brindará protección local ante una 
infección cutánea (42,47,48,49,50). 
 
 
1.5 Sistema inmune neonatal. 
Durante el período neonatal se tiene alta susceptibilidad a diversas infecciones. 
En el pasado dicha susceptibilidad se atribuía a la inmadurez del sistema inmune 
en etapas tempranas de la vida, lo cual estaba relacionado con la baja cantidad 
de células inmunológicas presentes en los órganos linfoides. Aunado a estas 
diferencias cuantitativas, algunos estudios en neonatos tanto en seres humanos 
como en animales de experimentación, han mostrado diferencias fenotípicas en 
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la misma población celular cuando se comparan células pertenecientes a los 
neonatos con las células de los adultos (8,21,51).  
Debido a lo anterior, el sistema inmune de los neonatos durante mucho años 
había sido considerado ineficiente, situación que era atribuida principalmente a 
la inmadurez de los linfocitos T. En una serie de estudios previos se ha 
demostrado que el número de neutrófilos en neonatos es menor en comparación 
con los adultos y la función de los neutrófilos mejora conforme el feto y el neonato 
se desarrolla, sin embargo estos neutrófilos presentan una menor capacidad de 
migración debido a que expresan bajas cantidades de moléculas de adhesión y 
son deficientes productores de especies reactivas de oxigeno por lo tanto tienen 
una menor actividad antimicrobiana. Con respecto a  los monocitos y macrófagos 
se encontró que aunque en adultos y neonatos se encuentran en cantidades 
similares, en estos últimos la función fagocítica es deficiente razones por las 
cuales se sugiere una mayor susceptibilidad ante infecciones por parte de los 
neonatos 52. También se reportó previamente la débil inducción de CD40 ligando 
en condiciones de activación y limitada actividad citotóxica en recién nacidos 
humanos 53, por otra parte se demostró una baja producción de INFγ en neonatos 
humanos ligada a la inmadurez de macrófagos (54,55). Además de que se reportó 
que en animales neonatos existen niveles bajos de linfocitos T CD8+ los cuales 
producen bajas cantidades de IFNγ si se comparan con los linfocitos T CD8+ de 
animales adultos56. También se han realizado estudios en donde se analizan 
algunos PRRs, demostrándose que tanto los adultos como los neonatos 
presentan una expresión basal similar de TLRs en las células del sistema 
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inmunológico innato, sin embargo, después de la estimulación, hay una 
activación menor de TLRs en neonatos si se compara con la de los adultos 57 
además comparando adultos con neonatos, existe diferencia significativa en la 
señalización intracelular después del estímulo, debido a que los neonatos 
presentan baja producción de MyD88 que resulta en baja capacidad de 
fosforilación intracelular 58. 
Sin embargo estudios recientes, demuestran si se estimulan bajo ciertas 
condiciones, los animales neonatos pueden ser competentes de igual forma que 
los animales adultos para inducir respuestas de células T tanto in vivo como in 
vitro, como por ejemplo frente a Trypanosoma cruzi, los fetos humanos son 
capaces de generar una respuesta citotóxica mediada por la producción de INFγ 
y linfocitos T CD8+ eficiente en contra de este parasito, evidenciando que el 
sistema inmune fetal es más competente de lo que se había demostrado hasta 
ese momento59. Recién nacidos humanos fueron capaces de desarrollar una 
respuesta inmunológica de tipo Th1 tras la inmunización con Mycobacterium 
bovis, este tipo de respuesta es la generada por los adultos con lo cual se 
demostró que los recién nacidos no solamente generan respuestas humorales 
como se había reportado hasta el momento sino que también son capaces de 
generar respuestas celulares. En este mismo estudio se comprobó que la 
vacunación con BCG al momento del nacimiento induce memoria celular en el 
sistema inmunológico 60. En ratones neonatos se demostró que las células 
presentadoras de antígeno son las que definen si se genera tolerancia o 
inmunización frente a los antígenos presentados 61. En un estudio donde 
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utilizaron diferentes concentraciones del retrovirus de la leucemia murina Cas-Br-
M, los animales en dónde se utilizó la concentración que se ajustó con base en 
el número de esplenocitos, fueron capaces de montar una respuesta Th1 y la 
inducción de Linfocitos citotóxicos, contrario a lo que ocurría en los animales 
cuando se administraba la dosis correspondiente para el número de esplenocitos 
presentes en los adultos, en donde el neonato no era capaz de generar una 
respuesta citotóxica eficiente sino que generaba una respuesta del tipo humoral, 
la cual no es eficaz para eliminar este tipo de virus 62. 
Por todo lo anterior, es posible que algunos fenómenos atribuidos a la posible 
inmadurez de los linfocitos estén relacionados con el fenotipo y función de las 
células relacionadas con la maduración y activación de los linfocitos durante el 
período neonatal, las cuales son las células presentadoras de antígeno.  
 
 
1.6 Células de Langerhans. 
Las células dendríticas dérmicas y epidérmicas (CDs) son las células clave para 
la regulación del sistema inmune ya que fungen como mediadoras entre la 
respuesta innata y la adaptativa determinando si se genera inmunidad o 
tolerancia en el organismo63. Las CDs constituyen un sistema complejo de células 
presentadoras de antígeno (CPA) profesionales que sobresalen por capacidad 
de presentación y se ha logrado identificar que estas juegan un doble papel, por 
un lado amplifican la respuesta innata y por el otro activan la respuesta 
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adaptativa. Células progenitoras de esta estirpe se dispersan mediante el torrente 
sanguíneo desde la médula ósea hasta los tejidos no linfoides donde en primera 
instancia se consideran como células inmaduras con fenotipo CD11b+MCSF-
R+F4/80+CX3CR1- y células no terminales ya que expresan bajas cantidades de 
MHC clase II y TLR4, no expresan TLR6, langerina ni DEC205, además 
presentan  poca o nula expresión de moléculas coestimuladoras y de adhesión 
(64,65). 
 
Dentro de las células presentadoras de antígeno se encuentran las células de 
Langerhans (CLs), estas células están localizadas en la capa suprabasal de la 
epidermis, formando una red a lo largo de la epidermis que es considerada una 
de las primeras líneas de defensa contra microorganismos patógenos de la piel. 
Estas células fueron descritas por primera vez en 1868 por Paul Langerhans, sin 
embargo, tuvieron que pasar 12 años para que finalmente se reconocieran como 
células dendríticas ya que en un inicio se pensaba que formaban parte del 
sistema nervioso63. Se sabe que las CLs se especializan en activar la respuesta 
inmune innata y a su vez participan en la inducción de la respuesta inmune 
adaptativa, regulando la inmunidad y tolerancia66. De manera similar a la mayoría 
de las CDs, las CLs están equipadas para capturar y procesar  antígenos  para 
después migrar de la epidermis a los nódulos linfáticos secundarios y presentar 




Hace algunos años, se sugería que en contraste con otras CDs, las CLs 
provenían de precursores hematopoyéticos que se embeben en la piel desde 
antes del nacimiento y que podrían derivarse de macrófagos primitivos 
provenientes del saco vitelino, que migraban a la piel mediante el torrente 
sanguíneo durante la embriogénesis, sin embargo, estudios in vivo recientes 
sugieren que la mayoría de estas células precursoras son producto de la 
hematopoyesis que se lleva a cabo durante la vida intrauterina en el hígado fetal 
(>80%) y en menor proporción del saco vitelino (10%), siendo estos últimos los 
primeros precursores de origen mieloide en migrar apropiadamente a la piel, 
posteriormente arriban las células precursoras provenientes del hígado fetal en 
etapas tardías de la embriogénesis, poco antes del nacimiento 70. 
Las CLs se renuevan continuamente in situ, gracias a que existen precursores de 
estas células que residen en la piel desde antes del nacimiento (70,71,72). Durante 
esta migración del sitio de hematopoyesis a la piel, las células precursoras sufren 
cambios fenotípicos necesarios para su establecimiento en la epidermis, sin 
embargo se sabe que esta residencia es pasajera, ya que bajo estímulos 
apropiados que pueden ser químicos por ejemplo radiación con luz UV, físicos 
como las lesiones o biológicos como lo es la presencia de antígenos, estas 
células dejaran la piel y migraran a los ganglios linfáticos regionales para 
estimular a los linfocitos T 73. Merad y colaboradores demostraron que en 
condiciones basales, ocurre un recambio celular de las CLs a partir de células 
precursoras presentes en la piel pero también células provenientes de médula 
ósea. En estos ensayos, sometieron a un grupo de ratones a radiación con luz 
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UV y posteriormente a los animales se les sometía a un transplante de médula 
ósea y concluyeron que las CLs se renuevan localmente pero bajo condiciones 
que promueven la inflamación en la piel, su reemplazo proviene de células 
precursoras que se encuentran en la médula ósea y que llegan a la piel por 
torrente sanguíneo 73. 
 
Sin embargo a pesar de que estos precursores se encuentran ya en la epidermis 
antes del nacimiento, al menos en fenotipo no se consideran células terminales, 
debido a que presenta ciertas diferencias, en comparación con las CLs 
terminales. Dentro de estas diferencias se encuentra la carencia de ciertas 
lectinas como Langerina y DEC205, nula expresión de TLR2 y TLR6, baja 
expresión de MHC II y TLR4, expresión de CD14 y el receptor de scavenger los 
cuales se pierden durante la transición al estado terminal. A pesar de esto, 
estudios recientes demostraron que en ratones neonatos, estas células 
precursoras son capaces de generar una respuesta inmunológica sistémica y de 
memoria tras la aplicación tópica de haptenos, sin embargo se desconoce si 
frente a un microorganismo patógeno como C. albicans estas células serán 














Los recién nacidos prematuros son altamente susceptibles a adquirir infecciones, 
tradicionalmente se ha atribuido este fenómeno a la posible inmadurez de los 
componentes celulares de la respuesta inmune adquirida, comparando con 
células de los adultos, sin embargo se ha demostrado que estas células son 
capaces de realizar su función en condiciones óptimas de estimulación. Dentro 
de las tres causas principales de  muerte de recién nacidos se encuentran las 
infecciones graves por microorganismos diversos. En particular los hongos del 
género Candida spp. se han convertido en una de las causas más frecuentes de 
infecciones en recién nacidos tanto prematuros como de término. 
Los mecanismo de respuesta inmune innata y adaptativa durante las infecciones 
causadas por las especies del genero Candida se han estudiado ampliamente 
tanto en seres humanos como en animales adultos de experimentación, sin 
embargo por cuestiones de ética difícilmente pueden realizarse estudios de 
investigación in vivo en recién nacidos humanos, es por ello que consideramos 
necesario, establecer un modelo experimental en ratones, para estudiar la 
respuesta inmune en este grupo de riesgo. 
 
HIPOTÉSIS.  
Las células presentadoras de antígeno periféricas neonatales son pobres 





1. Objetivo General. 
Establecer un modelo murino de candidosis cutánea que permita el estudio in 
vivo de la respuesta inmune neonatal temprana. 
 
2. Objetivos Específicos. 
 Evaluar si Candida albicans es capaz de colonizar e invadir la piel de los 
ratones neonatos. 
 
 Analizar in situ la migración y activación de las células de Langerhans en 
epidermis de ratones neonatos, infectados con Candida albicans. 
 
 Evaluar si los ratones neonatos son capaces de generar una respuesta 














MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Animales de experimentación. 
El protocolo experimental de este proyecto fue aprobado por el Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) así 
como por el Comité de Investigación y Ética de la Universidad Autónoma de 
Nuevo León bajo el número de registro MB15-004. Se utilizaron ratones de la 
cepa BALB/c, para los ensayos en animales adultos se usaron hembras de 4 
semanas de edad y para los ensayos en animales recién nacidos se utilizaron 
ratones menores a 24h de edad. Todos los animales fueron alojados en un rack 
Lab&Bio (Probiotech) con presión negativa, control de la temperatura (18 - 22°C), 
control de humedad (50-60%) y bajo condiciones de esterilidad, brindándoles 
alimento, agua y lecho estéril. Se utilizaron grupos de 5 ratones para cada 
condición experimental: control (sin tratamientos), vehículo (exfoliación y solución 
salina fisiológica (SSF) estéril al 0.89%) e infección (exfoliación y aplicación del 
inoculo de Candida albicans). La eutanasia de los ratones adultos se realizó 







2.2 Condiciones de cultivo de Candida albicans y ajuste de los inóculos.  
Todos los experimentos se realizaron con la cepa de Candida albicans ATCC con 
número de catálogo 66027. La cepa se encontraba liofilizada, por lo que se 
hidrataron las células siguiendo las indicaciones de la hoja técnica: 
administración de 1mL de agua destilada estéril, homogenizar manualmente 
durante 1 min e incubar toda la noche a 25°C.  
 
2.2.1 Propagación de la cepa de referencia. 
Para la propagación de la cepa y generación de lotes de trabajo se sembraron 
10 placas con agar Sabouraud y se dejaron incubar a 30°C durante 48h, cada 
placa se incubó con 100µL del homogenizado de la cepa hidratada. Para la 
cosecha de la biomasa obtenida, se depositaron 15mL de SSF estéril en un tubo 
falcón de 50mL, posteriormente con la ayuda de hisopos estériles se removió la 
biomasa obtenida en las 10 placas. Se realizaron 3 lavados centrifugando el tubo 
de cosecha durante 10min a 1500 rpm. Para el conteo de las levaduras de la 
solución obtenida se realizaron 8 diluciones seriadas a partir de 10µL de la 
solución madre, utilizando una cámara de Neubauer se realizó el conteo total de 
células.  
Una vez que se calculó el total de levaduras obtenidas en la solución madre, 
mediante una regla de tres simple calculamos el volumen necesario de solución 
madre para obtener una solución con una concentración de levaduras de 
1x106/mL. Finalmente para la creación del lote de trabajo, se tomó el volumen 
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calculado y se depositó en un criovial, se ajustó la solución a un volumen final de 
1mL utilizando una solución de medio Sabouraud líquido con glicerol al 30% y 
todos los crioviales obtenidos se almacenaron en un ultracongelador a -20°C 
hasta su uso.  
 
2.2.2 Verificación de la cepa de referencia. 
A la par de la propagación, se verificó la cepa de referencia mediante la prueba 
de inducción de tubo germinal y tinción de Gram. Para estas pruebas se utilizó 
una porción de biomasa de una de las 10 placas sembradas para la propagación 
de la cepa.  
Para la inducción de tubo germinal, mediante punción venosa se extrajeron 5mL 
de sangre periférica de un donador sano. La sangre fue almacenada en un tubo 
sin aditivos (BD vacutainer con tapa rosca roja) y se dejó en reposo durante 
15min hasta la formación de un coagulo, posteriormente se centrifugo el tubo 
durante 15min a 3000 rpm para la obtención del suero. Del suero obtenido se 
utilizaron 500 µL, los cuales fueron depositados en un tubo eppendorf de 1mL y 
se adiciono una azada de biomasa de la cepa de referencia, posteriormente se  
incubó el tubo a 37°C durante 3h. Pasado este tiempo se realizó la 
homogenización de la suspensión durante 5 segundos con ayuda de un vórtex, 
se tomaron 10µL y se depositaron en un potaobjetos y finalmente se cubrió la 
solución con un cubreobjetos para observar en el microscopio con el objetivo de 
100x la inducción de tubo germinal (Figura 3A).  
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Para la tinción de Gram, se coloca una gota de SSF estéril sobre un portaobjetos 
limpio, después se tomó biomasa de la placa de cultivo con un asa desechable y 
se realizó un frotis en el portaobjetos, con ayuda de un aplicador de madera se 
realizó la extensión de la biomasa y se dejó secar durante 15min. Para la tinción, 
se siguió el protocolo de la Tabla 2.  
 
Etapa Solución Tiempo 
Tinción  Cristal Violeta 1 min 
Mordiente Lugol 1 min 
Decoloración Alcohol-Acetona (50:50) 30 seg 
Tinción de contraste Safranina 1 min 
 
Tabla 2. Protocolo para tinción de Gram. Se realizaron lavados 
con agua de la llave entre cada etapa. 
 
 
Una vez que finalizo la tinción de Gram, se observaron las células al microscopio, 









Figura 3. Características morfológicas de la cepa de Candida albicans con el 
número de referencia ATCC 66027. A) Inducción de pseudohifas en suero 
humano, característica de C. albicans. B) Tinción de Gram en donde se evidencia 





2.2.3 Descongelación de la cepa. 
Para la descongelación de las células se colocó un criovial del lote de trabajo en 
agua con una temperatura de 37°C durante 5min en agitación constante. 
Posteriormente se depositó el volumen del criovial a un tubo falcón de 50mL y se 
adicionaron 14mL de SSF estéril. Después se realizaron dos lavados 
centrifugando el tubo falcón durante 10min a 1500 rpm, decantando el 
sobrenadante obtenido después de la centrifugación, administrándose 15mL de 
SSF estéril antes de centrifugar nuevamente. Finalmente terminada la última 
centrifugación, se decantó el sobrenadante, se resuspendió el pellet obtenido en 
3mL de SSF estéril y se homogenizo con la ayuda de un vórtex durante 10seg. 
Para el conteo de las levaduras se utilizó una cámara de Neubauer siguiendo el 
procedimiento antes descrito, sin embargo, para revisar la viabilidad de las 
levaduras, se realizaron las diluciones seriadas adicionando 10µL de azul de 
tripan al 0.4% a cada dilución. De tal manera que al observar las levaduras el 
microscopio las levaduras muertas se observaron en color azul y no se tomaron 
en cuenta para el ajuste de la concentración final de 1x106/mL levaduras.  
Para la reactivación de las células se sembraron 3 placas con agar Sabouraud, 
depositando en cada caja 1mL de la suspensión descongelada. Las placas se 
dejaron incubando a 30°C durante 48h, pasado este tiempo, con ayuda de un 
aplicador de madera se realizaron pasajes de las células obtenidas a nuevas 
placas con agar Sabouraud. Durante este proyecto no se dejó que las células 
superaran los 15 pases, cuando se alcanzaba este número de pasajes, se 
descongelaba un nuevo criovial del lote de trabajo. 
29 
 
2.2.4 Ajuste del inoculo.  
Para los ratones adultos se utilizó una única concentración de levaduras la cual 
consistió en una suspensión de 2 x 108 células contenidas en 50µL de acuerdo 
al modelo de infección cutánea establecido por Kaplan et al 74. Para los ratones 
neonatos se realizó un ajuste con base a la concentración utilizada en los ratones 
adultos considerando el peso promedio de los ratones neonatos (1-3 gr, ?̅?= 1.5 
gr). De manera que se decidió aplicar de manera tópica 20µL, utilizando 3 
cantidades distintas, una baja de 12.5 x 104 lev, una intermedia de 12.5 x 106 lev 
y una alta de 12.5 x108 lev.  
 
 
2.3 Infección cutánea de los animales de experimentación. 
2.3.1 Anestesia. 
Tanto los ratones adultos como los neonatos fueron anestesiados con una 
solución que contenía una mezcla de  Ketamina y Xilacina. A cada animal se le 
administró de manera intraperitoneal 6µL de una solución stock, por cada gramo 
de peso. Dicha solución stock, contenía 25mg de Ketamina y 2.75mg de Xilacina 
aforados a un volumen de 1.5mL. Después de aproximadamente 3min los 
ratones no presentaban movimiento, se corroboró la efectividad de la anestesia 
mediante presión manual en las patas traseras. Se continuó con el protocolo de 




2.3.2 Infección epicutánea con Candida albicans. 
Para realizar la infección de los ratones adultos, se rasuro la piel de la zona del 
abdomen, se exfolio la epidermis expuesta con 15 pases de una lija de 220 
granos para retirar aproximadamente el 50% del estrato corneo, se aplicó de 
manera tópica el inoculo previamente ajustado a 2x108 lev en 50L, se dejó secar 
por completo el inoculo aplicado antes de colocar a los animales nuevamente en 
su caja de alojamiento. 
Para realizar la infección en los ratones neonatos, después de la anestesia se 
realizó la exfoliación de la piel del área abdominal con 20 pases de una lija de 
220 granos para retirar aproximadamente del 50% del estrato corneo, se aplicó 
de manera tópica en la zona abdominal el inoculo correspondiente a cada grupo 
experimental, el ajuste del inoculo consistió en 20µL que contenían 3 cantidades 
diferentes de levaduras: 12.5x104 lev, 12.5x106 lev o 12.5x108 lev. 
En todos los experimentos realizados tanto para los ratones adultos como para 
los ratones neonatos se contó con 2 grupos adicionales: grupo control y grupo 
vehículo. Los grupos control consistieron en animales que no fueron 
anestesiados, exfoliados ni infectados. Los grupos vehículo consistieron en 
animales anestesiados, exfoliados y se les administró SSF estéril, en lugar del 






2.4 Análisis histológico de la piel del área abdominal de los animales inoculados 
tópicamente con Candida albicans.  
Posterior a la eutanasia de los animales de todos los grupos experimentales tanto 
de ratones adultos como neonatos, respectivamente se obtuvieron 
aproximadamente 2cm2 y 0.5cm2 de piel del área abdominal. La piel obtenida fue 
fijada inmediatamente en paraformaldehído al 4% durante 48h. Concluido este 
tiempo se realizó inclusión del tejido obtenido en bloques de parafina y se 
realizaron cortes de 5µm de grosor con micrótomo en el departamento de 
Histología de la Facultad de Medicina de la UANL. 
 
2.4.1 Inclusión del tejido. 
La inclusión del tejido consistió en 3 etapas: deshidratación, aclaramiento e 
inclusión en parafina. Para la formación de los bloques de parafina se usó 
Parafina Paraplast Plus de la casa comercial Mc Cormick Scientific y se utilizaron 
moldes de acero inoxidable de 15x15x5mm. Antes de realizar el protocolo de 
inclusión se realizaron 3 lavados con SSF estéril para eliminar el exceso de 








Etapa Solución Tiempo 
Deshidratación  Etanol 70% 12 h 
 Etanol 70% 12 h 
 Etanol 95% 1 h 
 Etanol 95% 1 h 
 Etanol 100% 2 h 
Aclaramiento Etanol 100% - Xileno 100% (1:1) 1 h 
 Xileno 100% 1 h 
Inclusión  Parafina 1 h 
 Parafina 1 h 
 Parafina Formación del bloque 
 
Tabla 3. Protocolo de inclusión de la piel del área abdominal de 




2.4.2 Tinción de las laminillas obtenidas.  
Para realizar la tinción de las laminillas obtenidas es necesario desparafinar el 
tejido antes de hacer la tinción y el montaje de las muestras. 
 
2.4.2.1 Desparafinación del tejido. 
Para la desparafinar las laminillas obtenidas, se siguió el procedimiento descrito 







Etapa  Solución Tiempo 
Desparafinación  Xileno 100% 10 min 
 Xileno 100% 10 min 
Hidratación  Etanol 100% 10 min 
 Etanol 100% 10 min 
 Etanol 96% 10 min 
 Etanol 80% 10 min 
 Agua destilada 10 min 
 
Tabla 4. Protocolo de desparafinación de las laminillas. 
 
 
2.4.2.2 Tinción con ácido peryódico de Shift (PAS) 
La tinción de PAS tiñe carbohidratos, como glucógeno, proteoglicano y 
glucoproteínas que normalmente se encuentran en la pared celular de C. 
albicans, razón por la cual esta tinción nos permite visualizar la presencia o 
ausencia de levaduras en el tejido. De manera que inmediatamente después de 
la desparafinación de las laminillas se procedió a teñirlas. Para la tinción se utilizó 
el kit comercial PrepStain (Tripath Imagin) y se siguió el protocolo descrito en la 










Etapa Solución Tiempo 
Tinción  Agua destilada Enjuagar 
 Ácido peryódico 5 min 
 Agua de la llave 3 min 
 Agua destilada Enjuagar 
 Reactivo de Shift 15 min 
 Agua de la llave 3 min 
 Agua destilada Enjuagar 
 Hematoxilina Gil III 2 min 
 Agua de la llave 3min 
Deshidratación  Etanol 70% 1 min 
 Etanol 70% 1 min 
 Etanol 96% 1 min 
 Etanol 96% 1 min 
 Etanol 100% 1 min 
 Etanol 100% 1 min 
 Xileno 100% 5 min 
 Xileno 100% 5 min 
                Tabla 5. Protocolo para la tinción de PAS. 
 
Finalizada la tinción se montaron las muestras con glicerol al 70% y se 
observaron en el microscopio con los objetivos de 40x y 100x. 
 
 
2.5 Ensayo de Hipersensibilidad Tardía.  
Para este ensayo se siguió el protocolo de infección anteriormente descrito en la 
sección 2.3 de este capítulo. A la par se contaron con dos grupos adicionales 
tanto para los ratones adultos como para los ratones neonatos: grupo control que 
consistió en ratones no infectados y el grupo vehículo, ratones a los que se les 
aplicó SSF estéril en el abdomen en lugar del inoculo ajustado. 
Cuatro semanas después la infección se realizó el reto, el cual consistió en la 
administración de 10µl de una suspensión de 1x107 levaduras muertas por calor 
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en la parte dorsal de la oreja de todos los ratones de todos los grupos 
experimentales: ratones problema, ratones control, ratones vehículo.  
Previo a la administración de las levaduras se midió el grosor de las orejas de 
todos los ratones de los grupos con un micrómetro digital (Mitutoyo). 24h y 48h 
después de  la administración de la suspensión de reto se midió nuevamente el 
grosor de las orejas. Con los datos obtenidos se determinó el incremento en el 
grosor  y se reportaron las diferencias en mm. 
 
 
2.6 Obtención de láminas epidérmicas.  
Se obtuvo la piel del área abdominal de los ratones después del sacrificio. Para 
los ratones adultos se obtuvo un área aproximada de 2cm2 y para los ratones 
neonatos de 0.5cm2. A la piel obtenida se le quitó la grasa subcutánea de manera 
mecánica con el filo de un bisturí estéril y posteriormente se incubo la piel en 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5M con pH de 7.4 durante 2h a 37°C. 
La dermis se colocó orientada hacia abajo, para favorecer el contacto del tejido 
con el EDTA. Finalmente se separó la epidermis por medio de tracción mecánica 
con la ayuda del lomo de un bisturí.  
Las láminas epidérmicas obtenidas se cortaron en cuadros pequeños de 
aproximadamente 5mm2 y se lavaron 3 veces con SSF estéril para eliminar el 
exceso de EDTA. Después de este procedimiento las láminas se fijaron durante 
24h con paraformaldehído al 4% para la evaluación de la morfología celular y 
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determinación de la actividad de ATPasa en las células de Langerhans, o bien, 
durante 20min con acetona fría para las inmunohistoquímicas. 
 
 
2.7 Actividad de ATPasa de las células de Langerhans. 
Las láminas epidérmicas obtenidas se lavaron 3 veces con SSF estéril para 
eliminar el paraformaldehído utilizado para fijar el tejido. Se preparó la solución 
de reacción justo antes del procedimiento experimental y se incubaron las 
láminas durante 2h a 37°C. La mezcla de reacción se prepara con 21ml del buffer 
Trizmal más 0.005g del sustrato para la enzima ATP, además se adiciona gota a 
gota 5mL de sulfuro de magnesio (0.25g de MgSO4disuelto previamente en 5mL 
de agua destilada) y al final, gota a gota 5mL de nitrato de plomo (0.1g de PbNO3 
disuelto previamente en 5mL de agua destilada). 
Pasado el tiempo de incubación, se realizan 3 lavados con SSF estéril y se revela 
la reacción con sulfuro de amonio al 50%. La reacción se detiene con SSF estéril 
y 3 lavados con agua destilada. Finalmente, las láminas reveladas se montaron 







2.8 Inmunohistoquímica.  
Las láminas epidérmicas se lavaron 3 veces con SSF estéril, para eliminar la 
acetona utilizada para fijar el tejido. Como anticuerpo primario se utilizó CD86 
(BioLegend). El anticuerpo secundario utilizado fue IgG anti-rata biotinilado y la 
solución R.T.U. Horseradish Peroxidase Streptavidin de Vector Laboratories. 
Para revelar se usó el cromógeno azul-gris (Peroxidase Substrate SK4700) de 
Vector Laboratories. Como control de isotipo del sistema se utilizó IgG de rata 
[1µg/mL]. El protocolo que se realizó se encuentra detallado en la Tabla 6. 
 
Etapa Solución  Tiempo  
Bloqueo peroxidasa endógena Peróxido de hidrógeno 3% 1 h 
Bloqueo uniones inespecíficas Suero humano en PBS (1:300) 1 h 
 Lavar con PBS 5 min (3x) 
Incubación Ab primario Anticuerpo primario (1:800) 1 h 
 Lavar con PBS 5 min (3x) 
Amplificación con biotina Anticuerpo secundario (1:500) 45 min 
 Lavar con PBS 5 min (3x) 
 Estreptavidina 25 min 
 Lavar con PBS 5 min (3x) 
Revelado Cromógeno azul-gris 8 – 20 min 
 
Tabla 6. Protocolo llevado a cabo para la inmunohistoquímica de las 
láminas epidérmicas. 
 
Finalizado el revelado, las láminas epidérmicas se montaron en un portaobjetos 






2.9 Análisis estadístico.  
Los datos obtenidos en este estudio se analizaron con el programa 
GraphPadPrism 6. Los valores están expresados como la media +/-  y desviación 
estándar de los resultados, el análisis estadístico se realizó la prueba t-student 
para los datos obtenidos del ensayo de UFCs e Hipersensibilidad Tardía. La 


























3.1 Establecimiento del modelo murino de candidosis cutánea neonatal. 
 
3.1.1 Reducción del estrato corneo de epidermis de ratones BALB/c. 
Para determinar el número de pases que se realizarían con la lija de 220 granos 
sobre la epidermis del abdomen en el proceso de exfoliación tanto de los ratones 
adultos como de los neonatos, se realizaron experimentos con diferente número 
de pases en el abdomen de los animales. En la Figura 4 se muestran imágenes 
representativas de los resultados de estos experimentos. 
El panel superior corresponde a los cortes histológicos transversales de la piel 
exfoliada del área abdominal de los ratones adultos. Se observa en la Figura 4A 
el  grosor propio del estrato corneo para un animal adulto de 4 semanas de edad. 
La Figura 4B corresponde a la piel del abdomen que se obtiene después de 
realizar 15 pases con la lija. Las Figuras 4C y 4D corresponden al estado de la 
piel que se obtiene tras 20 y 30 pases con la lija, respectivamente, podemos 
observar que en ambos casos ya no se aprecia el estrato corneo ya que el 
número de pases realizados lo desprende por completo.  
En el panel inferior se muestran las imágenes correspondientes a los cortes 
histológicos transversales de la piel del área abdominal exfoliada de los ratones 
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neonatos, en la Figura 4E podemos observar el grosor del estrato corneo de un 
ratón de 0 días de edad, en la Figura 4F se aprecia el estado de la piel abdominal 
de los animales después de realizar el proceso de exfoliación con 15 pases, se 
observó que con este número de pases el estrato corneo permanece con un 
grosor similar al del control. En la Figura 4G, tras realizar la exfoliación con 20 
pases observamos mayor reducción del estrato corneo. En la Figura 4H se 
muestra el estrato corneo después de 30 pases, con este número de pases se 
logra disminuir este estrato casi en su totalidad. En los ratones neonatos, con 15 
pases no fue posible una reducción de aproximadamente el 50%. En los ratones 
adultos la exfoliación de más de 15 pases genera la reducción del estrato corneo 
casi en su totalidad, en los ratones neonatos con 30 pases el estrato corneo 
también se reduce casi en su totalidad y esto nos dificultaría obtener láminas 
epidérmicas para los ensayos posteriores. Debido a los resultados obtenidos, 






































































































































































































































































































































































































































































































































3.1.2 Infección de ratones BALB/c. 
Para infectar los ratones adultos, se aplicaron de manera tópica 50µL que 
contenían 2x108  levaduras de C. albicans. En el panel superior de la Figura 5 se 
muestran las lesiones generadas en la piel del área abdominal de los ratones 
adultos a las 24h y 48h posteriores al proceso de exfoliación e infección (hpi). En 
la Figura 5A observamos la piel de un ratón adulto del grupo control, es decir sin 
procedimiento alguno. En la Figura 5B se muestra la piel de un ratón que 
perteneció al grupo vehículo, es decir, del grupo al que se le realizo la exfoliación 
con 15 pases y aplicación tópica de SSF estéril. La piel del área abdominal de 
todos los ratones de este grupo presentó ligero eritema. En la Figura 5C se 
aprecia la piel del área abdominal de un ratón que pertenece al grupo problema 
24hpi con 15 pases y aplicación tópica C. albicans. La piel de este grupo genero 
escamas que no se encontraron en el grupo vehículo ni control. La Figura 5D 
corresponde a la piel del abdomen de un ratón del grupo problema 48hpi  con 15 
pases. Pudimos apreciar la presencia de escamas a este tiempo postinfección, 
algunas de estas escamas se desprendían con facilidad del abdomen de los 
animales, sin embargo la piel no sangro a pesar de presentar eritema intenso.  
Para realizar la infección en los ratones neonatos se aplicaron 20µL de manera 
tópica y se utilizaron 3 cantidades de levaduras distintas: 12.5x104 lev, 12.5x106 
lev y 12.5x108 lev.  El panel inferior de la Figura 5 corresponde a las lesiones 
generadas en los ratones neonatos como resultado del proceso de infección. En 
la Figura 5E se muestra un ratón neonato del grupo control. La Figura 5F 
corresponde a un ratón neonato del grupo vehículo a las 24hpi con 20 pases. No 
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hay diferencia visual en cuanto a la coloración y textura de la piel en comparación 
con la del grupo control. En la Figura 5G se observa a un ratón neonato que 
perteneció al grupo problema de la cantidad 12.5x106 lev, a las 24hpi. En 
comparación con el grupo control, la piel del área abdominal no presento cambios 
en coloración ni textura. En la Figura 5F podemos ver a un ratón neonato que 
perteneció al grupo problema de la cantidad 12.5x106 lev, 48hpi. En comparación 
con el grupo control y vehículo, no existieron diferencias en la coloración ni 
textura de la piel.  
En general los ratones neonatos, visualmente no presentaron lesiones tan 
severas como las que se pudieron observar  en los ratones adultos, esto podría 
deberse a que la tonalidad rojiza de la piel de los ratones neonatos, enmascara 
las lesiones generadas y no permite observarlas a simple vista.  
De tal manera que para las cantidades 12.5x104 lev y 12.5x108 lev, los resultaros 
fueron similares a los observados con la cantidad de 12.5x106 lev: los ratones 
neonatos de los grupos control, vehículo y problema, no presentaron diferencia 

























Figura 5. Lesiones generadas durante el protocolo de infección de los animales 
de experimentación. Panel superior: ratones BALB/c adultos. A) Control. B) 
Vehículo 24 hpi. C) Problema 24 hpi. D) Problema 48 hpi. Panel inferior: ratones 
BALB/c neonatos. E) Control. F) Vehículo 24 hpi. G) Problema 24 hpi. H) 
Problema 48 hpi. Fotografías representativas de 3 experimentos independientes. 
Cada experimento conto con 5 ratones por condición experimental.  
 
 
3.1.3 Colonización e invasión de la piel de ratones BALB/c por levaduras de 
Candida albicans 
Para evidenciar la infección cutánea con Candida albicans en ratones neonatos 
y adultos se realizaron cortes histológicos de la piel inoculada con levaduras. A 
las laminillas obtenidas se les realizo tinción de Ácido periódico de Shift (PAS) 
para evidenciar el grado de colonización e invasión en el tejido.  
A B C D 
E F G H 
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En la Figura 6 se muestran los resultados de los experimentos con los ratones 
adultos. La Figura 6A corresponde al grupo control, podemos apreciar la piel en 
su estado natural. La Figura 6B ejemplifica al grupo vehículo. Se puede observar 
que tras la exfoliación el estrato corneo sufre desprendimiento de la epidermis. 
Las Figuras 6C y 6D nos muestran la piel de animales adultos a las 24hpi. En la 
Figura 4C podemos observar la presencia de levaduras embebidas en la zona 
apical del estrato corneo y pseudohifas penetrando la epidermis, mientras que en 
la Figura 6D apreciamos que las pseudohifas no se limitan únicamente a la 
epidermis, podemos identificarlas también en la dermis. Las Figuras 6E y 6F 
corresponden a la piel de animales adultos a las 48hpi. En la Figura 6E las 
levaduras observadas se encuentran embebidas en la parte superior del estrato 
corneo, las pseudohifas se encuentran invadiendo la epidermis, en una 
disposición similar a las apreciadas a las 24hpi. Sin embargo en la Figura 6F se 
pueden apreciar estructuras levaduriformes y pseudohifas invadiendo  la parte 

































Figura 6. Candida albicans coloniza e invade la piel de los ratones adultos. 
Tinción de PAS en cortes histológicos obtenidos de la piel del abdomen de 
ratones adultos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) y D) Grupo problema, 
24 hpi. E) y F) Grupo problema, 48 hpi. Imágenes representativas de 3 
experimentos independientes. Cada experimento se realizó con 5 ratones por 









En la Figura 7 muestro resultados de los experimentos con los ratones neonatos. 
La Figura 7A es representativa del grupo control, muestra el estado natural de la 
piel de los ratones neonatos. La Figura 7B corresponde al grupo vehículo, se 
observa solo reducción de estrato corneo. En las Figuras 7C y 7D apreciamos el 
grupo problema para la cantidad de 12.5x104 lev a las 24 hpi. En ambas 
fotografías podemos ver que las levaduras se restringen a la zona apical del 
estrato corneo, en ningún campo analizado observamos pseudohifas. La Figura 
7E corresponde al grupo problema para la cantidad de 12.5x104 lev a las 48 hpi. 
La inducción de pseudohifas se limita al estrato corneo de la piel de los ratones 
neonatos. Las Figuras 7F y 7G son representativas del grupo problema de la 
cantidad de 12.5x106 lev a las 24 hpi. Podemos apreciar que a este momento 
postinfección en algunas zonas del abdomen predomina la presencia de 
levaduras restringidas en el estrato corneo como se ve en la Figura 7F, mientras 
que en otras zonas del abdomen como se muestra en la Figura 7G, ya se 
observan pseudohifas invadiendo la epidermis. La Figura 7H muestra los 
resultados del grupo problema para la cantidad de 12.5x106 lev a las 48hpi. Se 
puede apreciar que la inducción de pseudohifas ya penetra los estados granuloso 
y basal de la epidermis. En las Figuras 7I y 7J observamos los cortes histológicos 
del grupo problema de la cantidad de 12.5x108 lev a las 24 hpi. Las levaduras e 
inducción de pseudohifas en ambas fotografías invaden la epidermis de los 
ratones neonatos. La Figura 7K corresponde al grupo problema para la cantidad 
de 12.5x108 lev a las 48 hpi. Podemos ver que las pseudohifas se encuentran en 
dermis reticular. Con estos resultados demostramos que C. albicans es capaz de 


























Figura 7. Candida albicans coloniza e invade la piel de los ratones neonatos. 
Tinción de PAS en cortes histológicos obtenidos de la piel del abdomen de los 
ratones neonatos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) y D) Grupo problema, 
12.5x104 lev, 24 hpi. E) Grupo problema, 12.5x104 lev, 48 hpi. F) y G) Grupo 
problema, 12.5x106 lev, 24 hpi. H) Grupo problema, 12.5x106 lev, 48 hpi. I) y J) 
Grupo problema, 12.5x108 lev, 24 hpi. E) Grupo problema, 12.5x108 lev, 48 hpi. 
Imágenes representativas de 3 experimentos independientes. Cada experimento 
se realizó con 5 ratones por condición experimental. Fotografías tomadas con el 
















Después de observar que C. albicans era capaz de establecerse en la piel de los 
ratones adultos y neonatos se decidió determinar la carga fúngica mediante la 
determinación de unidades formadoras de colonias (UFC) en los distintos grupos 
experimentales.  
Se decidió aplicar yodo de manera superficial a un grupo de ratones adultos y a 
otro de ratones neonatos, con el fin de eliminar aquellas levaduras que no 
penetran el tejido y obtener una cuenta de aquellas estructuras que se 
encuentran invadiendo la piel de los animales. Mientras que la finalidad de los 
grupos sin yodo era el obtener la cuenta de la carga fúngica total.  
En la Tabla 7 se detallan los resultados de la carga fúngica de los animales 
adultos. La carga fúngica fue de cero para los grupos control y vehículo, por lo 
que no se muestran en la tabla. Aunque en los cortes histológicos se apreció un 
incremento en el número de estructuras fúngicas con el paso del tiempo, la 
estadística no fue significativa para el grado de colonización e invasión a los 
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Tabla 7. Carga fúngica de la piel del área abdominal de ratones adultos infectados 
con 2x108 lev. Entre paréntesis se muestran los rangos obtenidos de UFC/gr. Se 
realizaron 3 experimentos de manera independiente. Cada experimento contó 
con 5 ratones por condición experimental. Se utilizó la prueba estadística t-
student para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 
0.001, **** P< 0.0001, ns: no significativo. 
 
 
En la Tabla 8 se detallan los resultados obtenidos de la carga fúngica de los 
ratones neonatos. La carga fúngica fue de cero para los grupos control y vehículo, 
por lo que no se muestran en la tabla. Los resultados estadísticamente 
significativos fueron los correspondientes a la colonización cuando se aplicaron 
12.5x106 lev a los animales, se correlacionaron con los cortes histológicos en 
donde utilizamos esta cantidad de levaduras se observó una gran cantidad de 
estas incrustadas en el estrato corneo de la piel del abdomen de los ratones 
neonatos. Los datos de la invasión que resultaron estadísticamente significativos, 
fueron los pertenecientes a la aplicación de 12.5x104 lev, estos resultados se 
correlacionaron directamente con los cortes histológicos, en donde obtuvimos 
ausencia de pseudohifas en el tejido de la piel del abdomen de los ratones 
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Tabla 8. Carga fúngica de la piel del área abdominal de ratones neonatos 
infectados con 12.5x104 lev, 12.5x106 lev y 12.5x108 lev. Entre paréntesis se 
muestran los rangos obtenidos de UFC/gr. Se realizaron 3 experimentos de 
manera independiente. Cada experimento contó con 5 ratones por condición 
experimental. Se utilizó la prueba estadística t-student para comparar entre los 




La Tabla 9 corresponde a las comparaciones realizadas entre nuestros animales 
adultos con los animales neonatos a las 24 hpi. Podemos ver que la cantidad de 
levaduras recuperadas tanto con el protocolo de colonización como con el de 
invasión es significativamente diferente entre estos dos grupos, a excepción de 
la cantidad de levaduras de 12.5x108 lev, en donde para ningún caso 
(colonización o invasión) se obtuvo diferencia significativa, esto debido a que la 






UFC/gr de piel en ratones BALB/c a las 24 HPI 




(31.5 - 86.3 x103) 
20.4x106  
(2.7 - 273.4 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x106 
86x104  
(60 - 140 x104) 
20.4x106  
(2.7 - 273.4 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x108 
130x106  
(18.7 -16 x106) 
20.4x106  





(17 - 29.3 x103) 
5.9x106  
(3 - 37 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x106  
171.5x103  
(120.8 - 300 x103) 
5.9x106  
(3 - 37 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x108 
15x106  
(2 - 24.7 x106) 
5.9x106  
(3 - 37 x106) 
0.5778 ns 
 
Tabla 9. Carga fúngica de la piel del área abdominal de ratones adultos y 
neonatos a las 24 hpi. Entre paréntesis se muestran los rangos obtenidos de 
UFC/gr. Se realizaron 3 experimentos de manera independiente. Cada 
experimento contó con 5 ratones por condición experimental. Se utilizó la prueba 
estadística t-student para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 




En la tabla 10 se muestran las comparaciones realizadas entre animales adultos 
y neonatos a las 48 hpi. En el mismo contexto que la comparación realizada a las 
24 hpi, se observa que la cantidad de levaduras recuperadas con ambos 
protocolos (colonización e invasión) es significativamente diferente entre 
animales adultos y neonatos, a excepción de la cantidad de levaduras de 
12.5x108 lev, en donde no se obtuvo diferencia significativa probablemente 








UFC/gr de piel en ratones BALB/c a las 48 HPI 




(114.3 - 325.5 x103) 
125.8x106  
(21.6 -318.3 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x106 
82x105  
(75 - 1099 x104) 
125.8x106  




(21 - 372.8 x106)  
125.8x106  





(26.2 - 39.8 x103) 
4.5x106  
(4.1 - 10.5 x106) 
< 0.0001 **** 
12.5x106  
217.4x103  
(136.8 - 532 x103) 
4.5x106  




(2 - 3.5 x106) 
4.5x106  
(4.1 - 10.5 x106) 
0.0334 * 
 
Tabla 10. Carga fúngica de la piel del área abdominal de ratones adultos y 
neonatos a las 48 hpi. Entre paréntesis se muestran los rangos obtenidos de 
UFC/gr. Se realizaron 3 experimentos de manera independiente. Cada 
experimento contó con 5 ratones por condición experimental. Se utilizó la prueba 
estadística t-student para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 
0.01, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, ns: no significativo. 
 
 
Después de realizar comparaciones entre los animales adultos y los animales 
neonatos, nos interesaba ver si existía diferencia entre las concentraciones 
administradas a los ratones neonatos. En las tablas 11 y 12 se detallan esos 
resultados. En la Tabla 11 podemos observar los resultados obtenidos para la 
carga fúngica a las 24 hpi. Se puede observar que existe diferencia significativa 








UFC/gr de piel en ratones neonatos BALB/c a las 24 HPI 
    12.5x106 12.5x108 
COLONIZACIÓN  12.5x104 * **** 
12.5x106 ----  **** 
INVASIÓN 12.5x104 ** **** 
12.5x106        ---- *** 
 
Tabla 11. Carga fúngica recuperada a las 24 hpi de la piel del área abdominal de 
ratones neonatos infectados con 12.5x104 lev, 12.5x106 lev y 12.5x108 lev. Entre 
paréntesis se muestran los rangos obtenidos de UFC/gr. Se realizaron 3 
experimentos de manera independiente. Cada experimento contó con 5 ratones 
por condición experimental. Se utilizó la prueba estadística t-student para 
comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 
0.0001, ns: no significativo. 
 
 
En la Tabla 12 se detallan los resultados obtenidos para la comparación entre las 
diferentes concentraciones utilizadas en los ratones neonatos a las 48 hpi. Existe 
diferencia significativa entre las concentraciones utilizadas, a excepción de 
comparación realizada entre las cantidades de 12.5x106lev y 12.5x108 lev para 
el protocolo de invasión. Esto puede ser debido a que la las levaduras proliferaron 
de tal manera que las pseudohifas alcanzaron niveles similares en el tejido. 
 
UFC/gr de piel en ratones neonatos BALB/c a las 48 HPI 
    12.5x106 12.5x108 
COLONIZACIÓN  12.5x104 ** **** 
12.5x106        ---- *** 
INVASIÓN 12.5x104 ** *** 
12.5x106  ----  ns 
 
Tabla 12. Carga fúngica recuperada a las 48 hpi de la piel del área abdominal de 
ratones neonatos infectados con 12.5x104 lev, 12.5x106 lev y 12.5x108 lev. Entre 
paréntesis se muestran los rangos obtenidos de UFC/gr. Se realizaron 3 
experimentos de manera independiente. Cada experimento contó con 5 ratones 
por condición experimental. Se utilizó la prueba estadística t-student para 
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comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 




Con estos datos demostramos que al recuperar levaduras vivas de la piel del 
área abdominal tanto de ratones adultos como ratones neonatos,  C. albicans se 




3.2 Análisis in situ de la migración y activación de las células de Langerhans en 
la epidermis de ratones BALB/c infectados con C. albicans. 
3.2.1 Análisis morfológico de las células de Langerhans de ratones BALB/c recién 
nacidos. 
Posterior al establecimiento de la infección en los animales, se analizaron 
láminas epidérmicas de la piel de ratones adultos y neonatos, para evaluar la 
morfología de las CL (células de Langerhans) a las 24 hpi y 48 hpi. 
En la Figura 8 se muestran imágenes representativas de los resultados de los 
experimentos con ratones adultos. La Figura 8A corresponde al grupo control, 
podemos apreciar la morfología típica de las CL en un ratón de 4 semanas de 
edad: cada célula posee múltiples dendritas con ramificaciones y el soma 
definido. En la Figura 8B observamos las CL tras el proceso de exfoliación. En 
comparación con el grupo control, podemos ver que en algunas células el soma 
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va perdiendo su estructura definida, además las dendritas son más cortas y con 
menos ramificaciones. La Figura 8C es representativa de los animales adultos a 
las 24hpi, las dendritas de las CL son más cortas en comparación con el grupo 
control. En cuanto al soma, visualmente no se aprecian diferencias entre los 
animales de este grupo y los animales del grupo control. En la Figura 8D se 
muestran los resultados de los animales adultos a las 48hpi. A este tiempo 
postinfección, el soma de las células no conserva una estructura definida, las 
dendritas son más cortas y las ramificaciones por dendrita parecen disminuir en 













Figura 8. Morfología de las células de Langerhans de la piel de ratones adultos. 
Reacción de ADPasa en láminas epidérmicas obtenidas de la piel del abdomen 
de ratones adultos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) Grupo problema, 24 
hpi. D) Grupo problema, 48 hpi. Imágenes representativas de 3 experimentos 
independientes. Cada experimento con se realizó con 5 ratones por condición 





La Figura 9 corresponde a los resultados de los experimentos con los ratones 
neonatos. La Figura 9A muestra la morfología de las CL del grupo control. 
Podemos apreciar que el soma de estas células presenta una estructura alargada 
y definida, además de que las dendritas de cada célula son cortas y sin 
ramificaciones. La Figura 9B es la que corresponde al grupo vehículo, podemos 
observar que tras la exfoliación, el soma de las CL pierde la estructura alargada 
y adquiere una morfología esférica. Las dendritas son cortas y sin ramificaciones, 
similar a las características de las del grupo control. En la Figura 9C apreciamos 
las CL del grupo problema donde se aplicaron 12.5x104 lev a las 24 hpi. El soma 
de estas células tiene una estructura definida y esférica, similar a la que se 
presenta en el grupo vehículo, sin embargo, las dendritas de estas células son 
más alargadas y cada dendrita posee ramificaciones. La Figura 9D corresponde 
al grupo problema de 12.5x104 lev a las 48 hpi. El soma de estas células mantiene 
la estructura esférica y las dendritas son más cortas en comparación a las 24hpi  
de manera que estas dendritas presentan una longitud similar a las células del 
grupo control. La Figura 9E es representativa del grupo problema de la aplicación 
de 12.5x106 lev a las 24 hpi. El soma de estas células tiene una estructura más 
definida en comparación con el de las células de los grupos control y vehículo. 
Las dendritas de las células de este grupo son más largas en comparación con 
los grupos control y vehículo, además cada célula posee múltiples dendritas las 
cuales presentan ramificaciones. En la Figura 9F se muestran las células del 
grupo problema de 12.5x106 lev a las 48 hpi. Podemos observar que el soma de 
las células de este grupo mantiene la estructura esférica que se aprecia en las 
células del mismo grupo a las 24 hpi. Las dendritas, en comparación con los 
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grupos control y vehículo son más alargadas y cada dendrita posee 
ramificaciones. La Figura 9G muestra la morfología de las células del grupo 
problema de la aplicación de 12.5x108 lev a las 24 hpi. El soma de las células es 
definido y no presenta la morfología alargada que tienen las células del grupo 
control. Cada célula tiene más dendritas en comparación con los animales de los 
grupos control y vehículo, además cada dendrita presenta ramificaciones. La 
Figura 9H corresponde al grupo problema de 12.5x108 lev a las 48 hpi. Se puede 
apreciar que el soma de estas células se mantiene definido y esférico. Las 
dendritas son alargadas y ramificadas, lo cual es diferente a lo que se observa 










































Figura 9. Morfología de las células de Langerhans de la piel de ratones neonatos. 
Reacción de ADPasa en láminas epidérmicas obtenidas de la piel del abdomen 
de ratones neonatos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) Grupo problema, 
12.5x104, 24 hpi. D) Grupo problema, 12.5x104, 48 hpi. E) Grupo problema, 
12.5x106, 24 hpi. F) Grupo problema, 12.5x106, 48 hpi. G) Grupo problema, 
12.5x108, 24 hpi. H) Grupo problema, 12.5x108, 48 hpi. Imágenes representativas 
de 3 experimentos independientes. Cada experimento conto con 5 ratones por 








Con estos resultados podemos decirque tanto en los ratones adultos como en 
los neonatos, la morfología de las CL se modifica tras la exfoliación e infección 
con C. albicans a los tiempos de postinfección analizados.  
 
 
3.2.2 Análisis in situ de la frecuencia de las células de Langerhans de ratones 
BALB/c infectados con Candida albicans. 
Mientras realizábamos el análisis de la morfología de las CL observamos que el 
número de CL no parecía mantenerse uniforme a los tiempos de postinfección 
estudiados. Para determinar si existía variación o no en el número de células, 
decidimos realizar un análisis de la frecuencia de las mismas. Para dicho análisis 
se contaron todas las células ADPasa positivas de 10 campos al azar, por cada 
condición experimental en cada uno de los experimentos que se realizaron y se 
calculó el promedio del número de células presentes en cada campo.  
La Figura 10 muestra los resultados de la frecuencia de las CL en los ratones 
adultos. Podemos observar que en comparación con el grupo control existe 
diferencia significativa entre cada condición experimental utilizada, en donde se 
puede apreciar claramente que el número de células disminuye de manera 
drástica en comparación con nuestro control. Comparando el grupo vehículo con 
los grupos problema a los dos tiempos analizados, podemos observar que 
únicamente existe diferencia significativa con el grupo problema de las 48h 
posteriores a la infección, en dónde el número de células disminuye. Finalmente 
61 
 
podemos apreciar que existe diferencia significativa entre nuestro grupo 
problema de las 24h a las 48h posteriores a la infección, donde las células 














































Figura 10. Frecuencia de las células de Langerhans epidérmicas en ratones 
adultos. Se analizaron 10 campos de cada condición experimental en cada 
experimento que se llevó a cabo. CON, grupo control. VEH, grupo vehículo. INF 
24H, grupo problema a las 24 hpi. INF 48H, grupo problema a las 48 hpi. Se 
realizaron 3 experimentos de manera independiente y cada uno contó con 5 
ratones por condición experimental.  Se utilizó la prueba estadística t-student 
para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, 





En la Figura 11 se muestran los resultados de la frecuencia de las CL en los 
ratones neonatos. Podemos observar que entre los grupos control y vehículo no 
existe diferencia significativa. Comparando el grupo vehículo con el resto de las 
condiciones experimentales, podemos ver existe diferencia significativa entre 
este grupo y el grupo problema de la aplicación 12.5x104 lev, en donde tanto a 
las 24 hpi como a las 48 hpi el número de células tiende a disminuir. Comparando 
el grupo vehículo con el grupo problema donde se aplicaron 12.5x106 lev, se 
observó que a las 24 hpi el número de células aumenta significativamente y para 
las 48 hpi, el número de células disminuye y no presenta diferencia significativa 
respecto al grupo vehículo. De manera interesante, realizando la comparación 
del grupo vehículo con el grupo  de 12.5x108 lev, sucede una situación similar a 
lo ocurrido con el grupo anterior, para las 24 hpi el número de células aumenta 
drásticamente, sin embargo, para las 48 hpi el número de células se reestablece 
a niveles similares a los obtenidos en el grupo vehículo. No existe diferencia 
significativa entre los dos tiempos postinfección analizados para el grupo de 
12.5x104 lev. Se presentó una situación similar para los grupos problema de la 
aplicación de 12.5x106 lev y 12.5x108 lev, en donde a las 24 hpi el número de 





































































Figura 11. Frecuencia de las células de Langerhans epidérmicas en ratones 
neonatos. Se analizaron 10 campos  de cada condición experimental en cada 
experimento que se llevó a cabo. CON, grupo control. VEH, grupo vehículo. 
(1)24H, grupo problema 12.5x104 a las 24 hpi. (1) 48H, grupo problema 12.5x104 
a las 48 hpi. (2) 24H, grupo problema 12.5x106 a las 24 hpi. (2) 48H, grupo 
problema 12.5x106 a las 48 hpi. (3) 24H, grupo problema 12.5x108 a las 24 hpi. 
(3) 48H, grupo problema 12.5x108 a las 48 hpi. Se realizaron 3 experimentos de 
manera independiente y cada uno contó con 5 ratones por condición 
experimental.  Se utilizó la prueba estadística t-student para comparar entre los 
diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, ns: no 
significativo. 
 
Después del análisis de la frecuencia de las CL en la epidermis de ratones adultos 
y neonatos, analizamos el número de dendritas por célula así como sus 
ramificaciones, para ver si estas variaban conforme el tiempo y la concentración 
de levaduras utilizada para la infección. Para este análisis, contamos cada una 
de las dendritas de 20 células tomadas al azar, de 10 campos por cada condición 
experimental en cada uno de los experimentos realizados. Se calculó el promedio 
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y se realizó la prueba t-student comparando las condiciones experimentales entre 
sí.  
 
En la Tabla 13 se detallan los datos correspondientes a los animales adultos. 
Tanto para la frecuencia de las dendritas como para la cuenta de las 
ramificaciones, comparando las diferentes condiciones experimentales con el 
control, observamos diferencias significativas, sin embargo, no se encontró 
diferencia en comparación con el grupo vehículo en ninguno de los casos. Es por 
esta razón que se concluye que el aumento en las dendritas y sus ramificaciones, 
se debe directamente al proceso de exfoliación y no a la infección. 
 
A                                                                        B 
Número de dendritas por célula    Número de ramificaciones por dendrita  
  VEH INF 24H INF 48H  
 
  VEH INF 24H INF 48H 
CONTROL ** * **   CONTROL **** *** *** 
VEHÍCULO  ---- ns ns   VEHÍCULO  ---- ns ns 
INF 24H  ---- ----  ns   INF 24H  ---- ----  ns 
 
 
Tabla 13. La frecuencia de las dendritas y sus ramificaciones cambia debido al 
proceso de exfoliación en ratones adultos infectados con C. albicans. Infección 
realizada con 2x108 lev. A) Número de dendritas por célula. B) Número de 
ramificaciones por dendrita. Se realizaron 3 experimentos de manera 
independiente y cada uno contó con 5 ratones por condición experimental.  Se 
utilizó la prueba estadística t-student para comparar entre los diferentes grupos. 




La Tabla 14 corresponde a los datos obtenidos de la frecuencia de las dendritas 
de las CL epidérmicas de ratones neonatos. Podemos observar diferencias 
significativas cuando se comparan los grupos experimentales con el control, a 
excepción de la infección realizada con la aplicación de 12.5x108 lev a las 48 hpi, 
donde no se observaron diferencias. Comparando el grupo vehículo con los 
demás grupos experimentales, no se observaron diferencias significativas.  
 
 
Número de dendritas por célula 
  VEHÍCULO (1) 24H (1) 48H (2) 24H (2) 48H (3) 24H (3) 48H 
CONTROL ** ** *** ** ** * ns 
VEHICULO ---- ns ns ns ns ns ns 
(1) 24H ---- ---- ns ns ---- ---- ---- 
(1) 48H ---- ---- ---- ---- ns ---- ns 
(2) 24H ---- ---- ---- ---- ---- ---- ns 
 
Tabla 14. La frecuencia de las dendritas en las células de Langerhans se modifica 
debido al proceso de exfoliación en ratones neonatos infectados con C. albicans. (1) 
Ratones neonatos infectados con 12.5x104 lev. (2) Ratones neonatos infectados con 
12.5x106 lev. (3) Ratones neonatos infectados con 12.5x108 lev. Se realizaron 3 
experimentos de manera independiente y cada uno contó con 5 ratones por condición 
experimental.  Se utilizó la prueba estadística t-student para comparar entre los 





La Tabla 15 representa los datos obtenidos del número de ramificaciones que 
presentaron las dendritas de las CL epidérmicas de ratones neonatos. 
Podemos observar que no huno diferencias significativas cuando se comparan 
los grupos experimentales con el control. Por otro lado, tampoco se obtuvo 
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Número de ramificaciones por dendrita 
  VEHÍCULO (1) 24H (1) 48H (2) 24H (2) 48H (3) 24H (3) 48H 
CONTROL ns ns ns ns ns ns ns 
VEHÍCULO ---- ns ns ns ns ns ns 
(1) 24H ---- ---- ns ns ---- ---- ---- 
(1) 48H ---- ---- ---- ---- ns ---- ns 
(2) 24H ---- ---- ---- ---- ---- ---- ns 
 
Tabla 15. La frecuencia de las ramificaciones de las dendritas de las células de 
Langerhans, se modifica debido al proceso de exfoliación en ratones neonatos 
infectados con C. albicans. (1) Ratones neonatos infectados con 12.5x104 lev. (2) 
Ratones neonatos infectados con 12.5x106 lev. (3) Ratones neonatos infectados 
con 12.5x108 lev. Se realizaron 3 experimentos de manera independiente y cada 
uno contó con 5 ratones por condición experimental.  Se utilizó la prueba 
estadística t-student para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 
0.01, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, ns: no significativo. 
 
Debido a estos resultados, podemos concluir que al igual que como ocurre con 
los ratones adultos, el aumento en las dendritas y sus ramificaciones, es causado 








3.2.3 Análisis in situ de la activación de las células de Langerhans en ratones 
BALB/c infectados con C. albicans.  
Una de las moléculas relacionadas con la activación de las CL es CD86, por esta 
razón se analizó la presencia de esta molécula en células dendríticas de láminas 
epidérmicas obtenidas de la piel del abdomen de ratones adultos y neonatos 
infectados con C. albicans. 
En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos para los animales adultos. 
La Figura 12A corresponde a los animales del grupo control, la Figura 12B al 
grupo vehículo, La Figura 12C muestra al grupo problema a las 24 hpi mientras 
que en la Figura 12D se observan los resultados del grupo problema a las 48 hpi. 
Podemos apreciar que se encontraron células dendríticas positivas para CD86 
en todas las condiciones experimentales, cabe destacar que estas células se 
correlacionan con la morfología de las células positivas para la reacción de 
ADPasa, por lo que se sugiere que podría tratarse de la misma población celular, 

























Figura 12. Células dendríticas CD86+ en ratones adultos. Inmunohistoquímica 
para la molécula CD86+ en láminas epidérmicas obtenidas de la piel del 
abdomen de ratones adultos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) Grupo 
problema, 24 hpi. D) Grupo problema, 48 hpi. Imágenes representativas de 3 
experimentos independientes. Cada experimento conto con 5 ratones por 
condición experimental. Fotografías tomadas con el objetivo de 100x. 
 
 
La Figura 13 corresponde a los resultados de los experimentos de los ratones 
neonatos. De manera interesante, se observaron células positivas para CD86 en 
todos los grupos experimentales. En la Figura 13A, correspondiente al grupo 
control, apreciamos una célula CD86+ al centro de la imagen. La Figura 13B 
muestra los resultados obtenidos para el grupo vehículo, tras el proceso de 
exfoliación aumenta el número de células positivas para CD86 en comparación 
con el grupo control. Las Figuras 13C y 13D corresponden al grupo problema de  





ambas condiciones experimentales existen pocas células con marcas positivas 
para CD86, similar a lo encontrado en el grupo control. Las Figuras 13E y 13F 
muestran los resultados obtenidos del grupo problema de 12.5x106 lev a las 24 
hpi y 48 hpi respectivamente, en comparación con los grupos control y vehículo 
el número de células CD86+ es mayor en estas condiciones experimentales. 
Finalmente las Figuras 13G y 13H corresponden al grupo problema de  12.5x108 
lev a las 24 hpi y 48 hpi, podemos observar que bajo estas condiciones 
experimentales, existen más células positivas para CD86 en comparación con el 
grupo control y el grupo vehículo.  
Al igual que con los ratones adultos, la morfología que presentan estas células 
dendríticas se correlaciona con la morfología apreciada para las células positivas 
para la reacción de ADPasa, sugiriendo que estas células muy probablemente 






































Figura 13. Células dendríticas CD86+ en ratones neonatos. Inmunohistoquímica 
realizada en láminas epidérmicas obtenidas de la piel del abdomen de ratones 
neonatos. A) Grupo control. B) Grupo vehículo. C) Grupo problema, 12.5x104, 24 
hpi. D) Grupo problema, 12.5x104 lev, 48 hpi. E) Grupo problema, 12.5x106 lev, 
24 hpi. F) Grupo problema 12.5x106 lev, 48 hpi. G) Grupo problema, 12.5x108 lev, 
24 hpi. H) Grupo problema 12.5x108 lev, 48 hpi. Imágenes representativas de 3 
experimentos independientes. Cada experimento conto con 5 ratones por 







Para determinar si la frecuencia celular  de estas células positivas para CD86 
también presenta cambios relacionados con la concentración de levaduras 
aplicada y diferencias entre los tiempos de estudio analizados, como ocurre con 
las células de Langerhans observadas en la reacción de ADPasa, realizamos un 
análisis de la frecuencia celular por campo.   
La Figura 14 corresponde a los datos encontrados para los animales adultos. 
Podemos apreciar que en comparación con el grupo control, ninguna condición 
experimental es diferente de manera significativa. Sin embargo, comparando con 
el grupo vehículo, tanto a las 24 hpi como a las 48 hpi se muestran cambios 
significativos, en donde el número de células aumenta a las 24 hpi para después 
disminuir drásticamente a las 48 hpi. Cabe destacar que también existe diferencia 
significativa entre los tiempos de estudio analizados, como podemos apreciar en 















































Figura 14. Frecuencia de las células CD86+ en láminas epidérmicas de ratones 
adultos. Se analizaron 10 campos por cada condición experimental, en cada 
experimento que se llevó a cabo. CON, grupo control. VEH, grupo vehículo. INF 
24H, grupo problema a las 24 hpi. INF 48H, grupo problema a las 48 hpi. Se 
realizaron 3 experimentos de manera independiente y cada uno contó con 5 
ratones por condición experimental.  Se utilizó la prueba estadística t-student 
para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, 
**** P< 0.0001, ns: no significativo. 
 
 
La Figura 15 nos muestra los datos obtenidos en la población neonatal. Podemos 
observar que existe una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo 
vehículo. Comparando el grupo vehículo con el grupo experimental de la 
aplicación de 12.5x104 lev podemos observar que existe diferencia significativa, 
en este grupo las células tienden a disminuir a las 24 hpi, posteriormente el 
número de células positivas aumenta para las 48 hpi. Si comparamos el grupo 
vehículo con el grupo problema de la aplicación de 12.5x106 lev observamos que 
ocurre un incremento significativo de las células positivas para CD86 para las 24 
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hpi, sin embargo ocurre una disminución de este número de células para las 48 
hpi, en donde se puede apreciar que no se observa diferencia significativa en 
comparación con el grupo vehículo. Finalmente, no se observó diferencia 
significativa ente el grupo problema de 12.5x108 lev a las 24 hpi y grupo vehículo. 
Sin embargo a las 48 hpi se aprecia una disminución significativa en el número 





































































Figura 15. Frecuencia de las células CD86+ epidérmicas en ratones neonatos. Se 
analizaron 10 campos  de cada condición experimental en cada experimento que 
se llevó a cabo. CON, grupo control. VEH, grupo vehículo. (1)24H, grupo 
problema 12.5x104 lev a las 24 hpi. (1)48H, grupo problema 12.5x104 a las 48 hpi. 
(2)24H, grupo problema 12.5x106 lev a las 24 hpi. (2)48H, grupo problema 
12.5x106 lev a las 48 hpi. (3)24H, grupo problema 12.5x108 lev a las 24 hpi. 
(3)48H, grupo problema 12.5x108 lev a las 48 hpi. Se realizaron 3 experimentos 
de manera independiente y cada uno contó con 5 ratones por condición 
experimental.  Se utilizó la prueba estadística t-student para comparar entre los 
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3.3 Evaluación de respuesta inmune celular. 
Para analizar la capacidad de las CPA cutáneas neonatales para inducir una 
respuesta celular, se realizó una prueba de hipersensibilidad tardía. Para ello los 
ratones neonatos se infectaron de forma epicutánea en la zona abdominal con 
12.5x104, 12.5x106 y 12.5x108 levaduras de C. albicans a los 0 días de 
nacimiento, a esta fase se le conoce como sensibilización, 4 semanas después 
se retó a los animales en la oreja, inoculando 1x104 levaduras muertas por calor 
y se realizaron mediciones del grosor de las orejas, antes del reto así como 24h 
y 48h después. El incremento en el grosor de las orejas nos indicará la inducción 
de una respuesta celular.  
 
En la figura 16 se muestran los resultados del ensayo de hipersensibilidad tardía 
en los ratones adultos. Como podemos observar, existe diferencia significativa 
entre el grupo de ratones sensibilizados y los grupos control y vehículo. Como se 
esperaba, si se comparan los ratones del grupo vehículo con los ratones 
sensibilizados, estos últimos generan una respuesta celular con diferencia 



















































































Figura 16. Los ratones adultos inducen respuesta celular tras la infección con C. 
albicans. Se utilizaron hembras BALB/c de 4 semanas de edad, se contó con  5 
ratones por condición experimental. Control, grupo control: ratones sin 
exfoliación, sin sensibilización, con reto. Sham (grupo vehículo): ratones 
exfoliados, sensibilización con SSF estéril, con reto. Sens, grupo problema: 
ratones exfoliados, sensibilizados con 2x108 levaduras de C. albicans, con reto. 
Se realizaron 3 experimentos de manera independiente. Se utilizó la prueba 
estadística t-student para comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 




En la figura 17 se muestran los resultados de los ensayos de hipersensibilidad 
tardía en los ratones neonatos sensibilizados con la concentración de 12.5x104 
lev. Como se observa en la gráfica, no existen diferencias significativas entre los 
grupos, lo que indica que los ratones neonatos sensibilizados con esta 


















































































Figura 17. Los ratones neonatos no general respuesta celular tras la infección 
con 12.5x104 levaduras de C. albicans. Control, grupo control: ratones sin 
exfoliación, sin sensibilización, con reto. Sham, grupo vehículo: ratones 
exfoliados, sensibilización con SSF estéril, con reto. Sens, grupo problema: 
ratones exfoliados, sensibilizados con 12.5x104 levaduras de C. albicans, con 
reto. Se realizaron 3 experimentos de manera independiente, cada experimento 
conto como 5 ratones por condición. Se utilizó la prueba estadística t-student para 
comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 




La Figura 18 nos muestras los datos obtenidos en los ensayos de 
hipersensibilidad tardía en los ratones neonatos sensibilizados con la 
concentración de 12.5x106 lev. Como se aprecia en la gráfica, 4 semanas 
después de la fase de sensibilización nos fue posible observar un aumento 
significativo en el grosor de las orejas de los ratones neonatos, lo cual nos indica 
que estos, son capaces de inducir una respuesta celular frente a C. albicans tanto 



















































































Figura 18. Los ratones neonatos general respuesta celular tras la infección con 
12.5x106 levaduras de C. albicans. Control, grupo control: ratones sin exfoliación, 
sin sensibilización, con reto. Sham, grupo vehículo: ratones exfoliados, 
sensibilización con SSF estéril, con reto. Sens, grupo problema: ratones 
exfoliados, sensibilizados con 12.5x106 levaduras de C. albicans, con reto. Se 
realizaron 3 experimentos de manera independiente, cada experimento conto 
como 5 ratones por condición. Se utilizó la prueba estadística t-student para 
comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 
0.0001, ns: no significativo. 
 
 
La Figura 19 corresponde a los resultados de los ensayos de hipersensibilidad 
tardía en los ratones neonatos sensibilizados con la concentración de 12.5x108 
lev. Existe un incremento significativo en el grosor de las orejas de los animales 
sensibilizados, comparándolos con los grupos control y vehículo, lo cual nos 
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indica la generación de una respuesta celular durante la fase de reto tanto a las 
















































































Figura 19. Los ratones neonatos generan respuesta celular tras la infección con 
12.5x108 levaduras de C. albicans. Control, grupo control: ratones sin exfoliación, 
sin sensibilización, con reto. Sham, grupo vehículo: ratones exfoliados, 
sensibilización con SSF estéril, con reto. Sens, grupo problema: ratones 
exfoliados, sensibilizados con 12.5x108 levaduras de C. albicans, con reto. Se 
realizaron 3 experimentos de manera independiente, cada experimento conto 
como 5 ratones por condición. Se utilizó la prueba estadística t-student para 
comparar entre los diferentes grupos. * P<0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, **** P< 
0.0001, ns: no significativo. 
 
 
Con estos datos se demuestra que los ratones neonatos son capaces de inducir 
una respuesta celular, sistémica y de memoria tras la aplicación C. albicans y de 
manera interesante, observamos que esta inducción de respuesta celular es 
dependiente de la concentración utilizada. 
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CAPITULO 4  
DISCUSIÓN 
 
Se sabe que los recién nacidos prematuros son altamente susceptibles a adquirir 
infecciones por diversos microorganismos, en tiempos pasados esta 
susceptibilidad se relacionaba con la inmadurez de los linfocitos T (55,53), sin 
embargo, actualmente se cree que esta podría estar relacionada con la 
inmadurez de las células encargadas de la activación de los linfocitos, como son 
las células presentadoras de antígeno (61, 62, 75).  Si bien, los mecanismos de la 
respuesta inmune han sido ampliamente estudiados en animales adultos, 
actualmente no existen estudios tan detallados de la población neonatal.  
En el presente trabajo se tomó como referencia el modelo murino establecido por 
Kaplan 74 y se realizaron las modificaciones pertinentes para adaptarlo a los 
animales recién nacidos. De tal manera que en este estudio obtuvimos resultados 
similares a lo obtenido por dicho autor y  mencionado por Gow 76, en relación a 
la disminución del grosor del estrato corneo de ratones neonatos.  
En el estrato corneo, C. albicans se encontró como levadura, mientras que en la 
dermis predominaron las estructuras filamentosas, esta transición de levadura a 
pseudohifa es necesaria para que se establezca la infección en la piel de los 
animales infectados 17. Se ha descrito con anterioridad que la invasión en ratones 
adultos, ocurre cuando las hifas penetran profundamente en la mucosa 77 y 
células epiteliales orales 78. Las levaduras son la estructura que facilita la 
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diseminación del hongo hacia el torrente sanguíneo en donde se adhieren a las 
células del endotelio mientras que las estructuras filamentosas o pseudohifas 
facilitan la infección sistémica 79, sin embargo, en este proyecto el grado de 
invasión de los ratones no fue de severidad, ya que la infección tanto en los 
ratones adultos como en los neonatos no evoluciono hacia la muerte de los 
animales (Datos no mostrados). 
A pesar de que en los cortes histológicos analizados provenientes de la piel de 
los ratones adultos se observaba una aparente diferencia entre las estructuras 
levaduriformes y filamentosas, al analizar detalladamente la cuenta obtenida de 
los ensayos de UFCs, no encontramos diferencia significativa entre la 
colonización e invasión. En los ratones neonatos, se encontró diferencia 
significativa en la colonización cuando se administró la cantidad de 12.5x106 lev, 
lo cual se correlaciona con la gran cantidad de levaduras observadas en los 
cortes histológicos. Para los análisis de invasión se obtuvo diferencia significativa 
cuando se utilizó la cantidad de 12.5x104 lev, correlacionándose con la ausencia 
de pseudohifas en los cortes histológicos de la piel del área abdominal de los 
ratones.  
Además realizando la comparación entre animales adultos y neonatos, se obtuvo 
diferencia significativa para las cantidades de 12.5x104 lev y 12.5 x106 lev 
utilizadas en los neonatos con respecto a los adultos. De manera interesante para 
la cantidad de 12.5x108 lev no se presentó diferencia significativa para el 
protocolo de colonización, esto probablemente se deba a que ambas 
concentraciones están dentro mismo logaritmo, por lo que la división de 
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levaduras en el tejido e inducción de pseudohifas resulta similar. Cabe destacar 
que en la comparación realizada entre las diferentes cantidades utilizadas para 
los ratones neonatos, tampoco se obtuvo diferencia significativa entre las 
cantidades 12.5x106 lev y 12.5x108 lev para el protocolo de invasión. Esto pueda 
deberse a que la cantidad de pseudohifas presentes en el tejido es similar, 
aunado a esto, se sabe que al momento de realizar la homogenización del tejido 
con la finalidad de obtener las estructuras filamentosas incrustadas en la piel, 
difícilmente se podrán separar los tabiques de las pseudohifas de manera 
individual, por lo que la recuperación de UFC resulta en números similares. 
 
Se sabe que la piel es un órgano que proporciona una barrera física contra los 
microorganismos comensales, como Candida albicans. La epidermis está 
conformada en su mayor parte por queratinocitos y células de Langerhans, 
siendo estas últimas una población de células presentadoras de antígeno 
residentes en esta capa 80. De manera interesante, en las gráficas de frecuencia 
se observó  disminución en el número de células positivas para  ADPasa tanto 
en los ratones adultos como en los ratones neonatos a las 24 horas postinfección, 
podemos sugerir que las células de Langerhans neonatales podrían estar 
emigrando de la piel del área abdominal a órganos linfáticos secundarios, desde 
las 24 h posteriores nacimiento, sin embargo habrá que demostrar su presencia 
en los órganos linfoides secundarios que drenan al sitio de infección. Debido a 
que en estudios previos se ha demostrado que las CL de ratones adultos son 
capaces de transportar agentes químicos como FITC desde la epidermis hasta 
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los ganglios linfáticos más cercanos cuando es aplicado de manera tópica sobre 
la piel 81, además se sabe que cuando las CLs de ratones adultos adquieren 
antígenos en la epidermis, maduran y migran a los nódulos linfáticos más 
cercanos (82,83,70) observando que la actividad de ADPasa de las CL disminuye 
cuando estas maduran y emigran de la epidermis hacia órganos linfáticos 
secundarios 84.  
Además, existen estudios en donde se ha determinado de manera in vivo la 
migración de CLs hacia la epidermis después de una inyección intradérmica de 
células precursoras de CLs derivadas de medula ósea. En este modelo se 
empleó cinta adhesiva para generar daño en la epidermis de ratones adultos lo 
cual produjo inflamación de la piel y la subsecuente emigración de las CLs y CDs 
de la piel. De tal manera que se pudieron observar en los vasos linfáticos las CLs 
y CDDs que emigraron de la piel y aunado a esto el número de CLs y CDDs 
aumento en los nódulos linfáticos. Este mismo estudio demostró que en la 
epidermis el número de células precursoras de CLs provenientes de médula o 
sea era 500 veces mayor a las que se habían administrado en los animales. De 
manera similar a la morfología que nosotros pudimos observar en las células 
positivas para ADPasa en las láminas epidérmicas de los ratones neonatos de 
nuestro modelo, las células que recién habían arribado a la epidermis tenían una 
o dos dendritas, sin embargo, la morfología cambiaba después de un periodo de 
2-4 días y adquirían apariencia de célula dendrítica. Después de este periodo de 
2-4 días las células eran positivas para la expresión de MHC II, sin embargo, no 
expresaban Langerina, receptor de manosa ni el receptor FcεR. En contraste, 
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todas las células que ingresaron a la epidermis expresaban CD11c y CCR6, 
sugiriendo que se trataba de CLs 72. 
Por otro lado se sabe que las CL tienen propiedades que las distinguen de otras 
subpoblaciones de células dendríticas, como es: regular la homeostasis y 
mantener un balance entre la proliferación y la muerte celular local así como el 
arribo de células precursoras derivadas de medula ósea (85,73) se ha comprobado 
que las CL de animales adultos pueden sufrir división celular en la piel tras 
diversos estímulos químicos, físicos y/o biológicos (73,86). En un modelo murino de 
dermatitis atópica se demostró que los queratinocitos activan vías señalamiento 
que tienen como resultado la proliferación de las CLs 87. Por esta razón, se 
sugiere que el aumento del número de células encontradas en los animales 
neonatos con las concentraciones de 12.5x106 y 12.5x108 lev a las 24 hpi  
probablemente se deba a la división celular y/o al arribo de células precursoras 
tras la infección con C. albicans. 
En el presente estudio se observó que el porcentaje de las CLs en ratones adultos 
comienza a disminuir hasta las 48 hpi, estos resultados difieren con lo que se ha 
descrito hasta el momento, donde estudios previos demuestran que tras la 
aplicación tópica de haptenos, el porcentaje de CLs comenzaba a disminuir 
dentro de un periodo comprendido entre las 12-18 hpi 88. Recientemente se ha 
demostrado que tras la aplicación tópica de haptenos el porcentaje de las CL en 
ratones neonatos disminuye (Bercerril García et. al, articulo en proceso), sin 
embargo, este es el primer estudio en donde se logra demostrar este fenómeno  
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de las CL en ratones recién nacidos tras la aplicación tópica de un 
microorganismo.  
 
CD86 es una molécula coestimuladora que se expresa constitutivamente en las 
células presentadoras de antígeno (macrófagos, linfocitos B y CDs) y se sabe 
que en condiciones basales se encuentran CDs positivas para esta molécula 
tanto en la epidermis de ratones adultos como de ratones neonatos 89.  Se tienen 
estudios previos en donde ratones transgénicos adultos, que sobrexpresan de 
manera constitutiva CD86 generaron respuesta celular exagerada en 
comparación con animales no transgénicos en una prueba de hipersensibilidad 
tardía tras la aplicación de haptenos 90. En el presente estudio encontramos 
células positivas para esta molécula en condiciones basales, tanto en ratones 
adultos como en ratones neonatos. La morfología observada en las células 
CD86+ en la epidermis de ratones adultos es típica de una célula dendrítica, 
posee soma definido y múltiples dendritas. Para las 24h hpi el número de células 
CD86+ aumenta significativamente con respecto al control, sin embargo, para las 
48 hpi el número de células disminuye drásticamente. Para los ratones neonatos, 
a niveles basales pudimos encontrar muy pocas células CD86+, sin embargo, 
después del proceso de exfoliación e infección en número de células positivas 
aumenta a las 24 hpi para las concentraciones de 12.5x106 lev y 12.5x108 lev, 
este número de células disminuye para las 48 hpi alcanzando niveles similares 
al grupo vehículo. De manera interesante con la cantidad de 12.5x104 lev el 
número de células CD86+ se mantuvo por debajo de los niveles basales, esto 
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podría deberse a la posible emigración de las células de la piel a órganos 
linfáticos secundarios. Considerando que estos resultados de frecuencia se 
correlacionan con los datos obtenidos en los experimentos para la reacción de 
ADPasa de las células de Langerhans y además observando la morfología que 
las células positivas presentan, creemos que es muy probable que estas células 
CD86+ y las células positivas en la reacción de ADPasa pertenezcan a la misma 
población celular, sería muy interesante profundizar en este análisis para poder 
demostrarlo.  
 
En los ensayos de hipersensibilidad tardía, los ratones adultos indujeron una 
respuesta celular, consistente con lo que se ha reportado hasta el momento, de 
manera in vitro, la estructura filamentosa del hongo induce una respuesta Th17 
33 e in vivo promueve la diferenciación a una respuesta celular de tipo Th1 (74,91,92), 
consistente con estos reportes, en este estudio la respuesta celular únicamente 
fue generada por los ratones neonatos a los que se les aplicaron las cantidades 
de 12.5x106 lev y 12.5x108 lev, es decir, aquellos ratones en los que se observó 
la presencia de pseudohifas en los cortes histológicos. La cantidad de 12.5x104 
lev, en los cortes histológicos analizados no mostro inducción de pseudohifas 
razón por la cual pueda deberse la ausencia de respuesta celular en este grupo, 
además como se mencionó en la introducción, cuando se da la transición de 
lavadura a hifa, diversos PRRs pueden reconocer los PAMPs del hongo y activar 
vías de señalamiento que tienen como resultado la inducción de una respuesta 
inmunológica frente al microorganismo, con esta cantidad de levaduras utilizada 
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muy probablemente el epitelio no haya resultado tan dañado y la cantidad de 
levaduras sea lo suficientemente baja como para que no se haya generado el 
reconocimiento de C. albicans como microorganismo patógeno. 
Existen diversos estudios en donde se ha demoestrado que C. albicans induce 
respuesta inmunológica del tipo celular, como por ejemplo, en ensayos previos 
se ha demostrado que en la candidosis vulvovaginal causada por C. albicans se 
genera una respuesta de tipo celular Th1 la cual brinda protección ante las 
candidosis mucocutáneas. En este estudio se logró identificar a las CDs como 
las responsables de la inmunoregulación de la respuesta generada, ya que en la 
inmunohistoquímica realizada en nódulos linfáticos cercanos al sitio de infección 
reveló reorganización celular, en donde las CDs se concentraban en la zona T 
durante el curso de la candidosis vulvovaginal, consistente con una respuesta 
inmunológica mediada por células T 93. 
Se sabe que existen al menos 3 subpoblaciones de CDDs: las células de 
Langerhans, células dendríticas dérmicas que son positivas para Langerina y las 
células dendríticas dérmicas. Utilizando un modelo de infección con C. albicans 
se demostró que la presentación de antígenos mediada por las CLs es necesaria 
para generar una respuesta antígeno-especifica de tipo Th17. En contraste con 
estos datos, se encontró que las CDDs positivas para Langerina se requieren 
para la inducción de una respuesta citotóxica además de promover la 
diferenciación hacía una respuesta celular de tipo Th1. Además estas células 
positivas para Langerina inhiben la capacidad de las CLs para promover 
respuesta celular de tipo Th1 94. 
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Recientemente se ha demostrado que se requiere de una respuesta 
inmunológica de tipo Th17 para que la infección mucocutánea con C. albicans 
pueda resolverse. Utilizando cepas mutantes de C. albicans en un modelo murino 
se comparó la respuesta mediada por células T entre animales adultos infectados 
con una cepa que se mantenía como levadura durante el periodo de infección y 
animales adultos infectados con una cepa que generaba pseudohifas. De manera 
interesante se encontró que únicamente la estructura levaduriforme inducia 
respuesta de tipo Th17 mediada por una vía de señalamiento que requería la 
expresión de Dectin-1 e IL-6 por parte de las células de Langerhans, mientras 
que la estructura filamentosa del hongo indujo una respuesta de tipo Th1, sin la 
generación de una respuesta inmunológica de tipo Th17 cuando se tenía 
ausencia de Dectin-1. De manera interesante, la respuesta de tipo Th15 brindaba 
protección a la infección cutánea mientras que la respuesta de tipo Th1 proveía 
protección ante infección sistémica. Con este estudio se demostró que es la 
morfología de C. albicans la que impulsa la diferenciación de respuesta 













 CONCLUSIONES  
 
 En el modelo de infección cutánea neonatal, C. albicans es capaz de 
establecerse en la piel del área abdominal, colonizando e invadiendo a los 
ratones neonatos en correlación con la concentración aplicada. 
 
 En los neonatos el grado de colonización e invasión se correlaciona 
directamente con la presencia de levaduras y/o pseudohifas observadas 
en los cortes histológicos. Mientras que para los animales adultos, el grado 
de colonización e invasión no difiere entre las 24 hpi y las 48hpi. 
 
 El número de células de Langerhans varía entre las condiciones 
experimentales analizadas tanto para ratones adultos como para ratones 
neonatos, al no encontrar diferencia con los ratones del grupo vehículo, 
podemos concluir que esta variación se genera por la infección con C. 
albicans. Sin embargo, al no observar diferencia significativa entre los 
grupos problema y el grupo vehículo de los ratones adultos ni de los 
ratones neonatos, podemos concluir que el aumento en el número de 
dendritas y sus ramificaciones se debe al proceso de exfoliación y no a la 




 Los ratones neonatos inducen una respuesta inmunológica celular tras la 
aplicación de C. albicans, la cual, de manera interesante es dependiente 







 Analizar marcadores relacionados con el reconocimiento de C. albicans in 
situ en la piel de los ratones neonatos, como: MHC clase II, Dectin-1, 
Dectin-2, TLR4, TLR6 y receptores de manosa.  
 
 Evaluar el papel de las células dendríticas dérmicas y mastocitos en el 
reconocimiento e inducción de respuesta a C. albicans en ratones recién 
nacidos. 
 
 Determinar el perfil de citocinas secretadas en la piel y ganglios linfáticos 
regionales de ratones recién nacidos tras la infección de C. albicans. 
 
 Analizar el papel de los linfocitos T neonatales en los órganos linfoides 
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